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k n o w n t o b e a h u m a n c a r c i n o g e n b a s e d o n s t u d i e s i n h u m a n s i n d i c a t i n g a r e l a t i o n s h ip
b e t w e e n e x p o s u r e t o T A M a n d c a n c e r s o f t h e u t e r i n e e n d o m e t r i u m B o th w o r k i n g
g r o u p s a l s o a c k n o w l e d g e d th a t t h e r e i s c o n c l u s i v e e v i d e n c e t h a t t h e u s e o f T A M i n
b r e a s t c a n c e r p a t i e n t s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e s t h e r i s k f o r c o n t r a - l a t e r a l t u m o r s .
A c c o r d i n g t o l A R C (19 9 6 ) , t h e p o s i t i v e a s s o c i a t i o n b e tw e e n t r e a tm e n t w i t h
T A M a n d a n i n c r e a s e d r i s k o f e n d o m e t r i a l c a n c e r h a s b e e n r e p o r t e d i n o n e a d e q u a t e
c o h o r t s t u dy , f o u r c a s e - c o n t r o l s t u di e s , a n d f o u r t e e n r a n d o m i z e d c l i n i c a l t r i a l s (R C T )
(T a b l e 1 ) . T h e c o h o r t s t u d y (C u r t i s e t a h , 1 9 9 6 ) e v a l u a t e d t h e r i s k o f s e c o n d c a n c e r s
a m o n g 8 7 , 3 2 3 w o m e n w i t h b r e a s t c a n c e r r e p o r t e d t o t h e U . S . Su r v e i l l a n c e ,
E p i d e m i o l o g y , a n d E n d R e s u l t s P r o g r a m . T h e i n v e s t i g a t o r s r e p o r t e d a s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t e l e v a t i o n i n t h e s t a n d a r d i z e d in c i d e n c e r a t i o (2 . 0 , 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l
[C I ] = 1. 2 - 2 . 6 ) o f e n d o m e t r i a l c a n c e r i n w o m e n w h o r e c e i v e d T A M th e r a p y . T h e
c a s e - c o n t r o l s t u d i e s c o m p a r e d T A M u s e i n w o m e n w i t h b r e a s t c a n c e r w h o e i t h e r
s u b s e q u e n t l y d e v e l o p e d e n d o m e t r i a l c a n c e r (c a s e s ) o r d i d n o t (c o n t r o l s ) . W o m e n
h a v i n g a h y s t e r e c t o m y w e r e n o t c o n s i d e r e d t o b e s t u d y p a rt i c i p a n t s . I n e a c h o f t h e
f o u r c a s e - c o n t r o l s t u d i e s (H a r d e l l e t a l . , 19 8 8 ; v a n L e e u w a n e t a l . , 1 9 9 4 ; C o o k e t a h ,
19 9 5 ; Sa s c o e t a l , 1 9 9 6 ; a l l c i t e d b y l A R C , 19 9 6 ), a p o s i t i v e a s s o c i a t i o n b e t w e e n
T A M u s e a n d e n d o m e t r i a l c a n c e r w a s o b s e r v e d . I n t h e t w o l a r g e s t r a n d o m i z e d
c l i n i c a l t r i a l s
,
t h e U . S N a t i o n a l Su r g i c a l A dj u v a n t B r e a s t a n d B o w e l P r o j e c t
(N SA B P) B - 1 4 P r o t o c o l a n d th e St o c k h o lm B r e a s t C a n c e r St u d y G r o u p , t h e r e w a s a
s t r o n g a n d s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a s s o c i a t i o n b e tw e e n T A M u s e a n d th e r i s k o f
e n d o m e t r i a l c a n c e r (o d d s r a t i o s [ a n d 9 5% C I ] o f 7 . 5 [ 1 . 7 - 3 2 . 7 ] a n d 5 . 6 [ 1 . 9 - 16 . 2 ] ,
r e s p e c t i v e l y ) (F i s h e r e t a l , 19 94 , R u t q v i s t e t a l , 1 9 9 5 ) . W h e n d a t a fi
"
o m a Sc o t t i s h
R CT l e d b y D r . C . C . M c D o n a l d w a s p o o l e d w i t h th e d a t a fi
-
o m th e s e tw o t r i a l s , 5
y e a r s o f T A M u s e w a s a s s o c i a t e d w i t h 3 3 m o r e c a s e s o f e n d o m e t r i a l c a n c e r (4 2 c a s e s
d u r i n g 2 4 , 0 0 0 w o m a n - y e a r s o f f o l l o w - u p i n t h e T A M g r o u p s v s . 9 c a s e s d u r i n g
2 1
,
2 0 0 w o m a n - y e a r s i n t h e c o n t r o l gr o u p s ) (E a r l y B r e a s t C a n c e r T r i a l i s t s
'
C o l l a b o r a t i v e G r o u p [E B C T C G ] , 1 9 9 8 ) .
H o w e v e r
,
d e s p i t e t h e i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f e n d o m e t r i a l c a n c e r s , F i s h e r e t a l .
( 19 9 4 ) c o n c l u d e d t h a t t h e n e t b e n e fi t s o f T A M g r e a t l y o u t w e i g h th e r i s k s . T h e
a u t h o r s a d d e d th a t t h e e n d o m e t r i a l c a n c e r s o b s e r v e d i n t h e i r s t u dy a ft e r T A M
t r e a t m e n t a p p e a r e d t o h a v e t h e s am e p r o g n o s i s a s t h e e n d o m e t r i a l c a n c e r s o b s e r v e d i n
n o n - T A M - t r e a t e d p a t i e n t s . T h i s d a t a i s c o n s i s t e n t w i t h t h e fi n d i n g s o f B a r a k a t ( 1 9 9 8 )
a n d A s s i k i s a n d J o r d a n ( 19 9 7 ) w h o r e p o r t e d th a t m o s t e n d o m e t r i a l c a n c e r s a s s o c i a t e d
w i t h T A M u s e w e r e o f a n e a r l y s t a g e a n d c u r a b l e . T h e s e c o n c l u s i o n s h a v e b e e n
d i s p u t e d b y A h o t u p a e t a l . ( 1 9 9 4 ) a n d v a n H o o f f ( 1 9 9 8 ) w h o c l a i m t h a t l o n g - t e r m
T A M th e r a p y i n w o m e n c l e a r l y i n c r e a s e s t h e f r e q u e n c y o f a d v a n c e d s t a g e
e n d o m e t r i a l c a n c e r a n d th a t t h e p r o g n o s i s o f s u r v i v i n g t h e s e c a n c e r s i s p o o r .
H u m a n c l i n i c a l s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d a c l e a r a s s o c i a t i o n b e tw e e n T A M
u s e a n d p o s i t i v e b e n e fi t s s u c h a s a s t a t i s t i c a l l y s i gn i fi c a n t r e d u c t i o n i n t h e r e c u r r e n c e
o f c o n t r a - l a t e r a l b r e a s t c a n c e r a n d a p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n b r e a s t c a n c e r d e a t h
r a t e s . T h e E B C T C G G r o u p c o m p a r e d 5 5 R C T a n d o b s e r v e d th a t T A M t r e a tm e n t
r a n g i n g fr o m o n e t o fi v e y e a r s w a s a s s o c i a t e d w i t h s i g n i fi c a n t r e d u c t i o n s i n t h e
r e c u r r e n c e o f b r e a s t c a n c e r a n d i n b r e a s t c a n c e r d e a t h r a t e s (E B C T C G , 19 9 8 ) . T h e s e
fi n d i n g s c o n f i r m e d a n e a r l i e r r e p o r t fr o m th e s a m e g r o u p i n w h i c h th e y a n a l y z e d t h e
r e s u l t s o f 1 6 6 R C T (E B C T C G , 19 92 ) .
D u e t o t h e e x fr e m e l y lo w s h o r t - t e r m t o x i c i t y p r o f i l e a n d b e c a u s e o f t h e
r e d u c t i o n i n n e w c o n t r a - l a t e r a l b r e a s t c a n c e r s o b s e r v e d i n m a n y c l i n i c a l t r i a l s o f
T A M
,
t h e r e h a s b e e n i n c r e a s e d i n t e r e s t i n i t s u s e a s a p r o p h y l a x i s . C u r r e n t l y , t h r e e
m a j o r t r i a l s a r e i n p r o g r e s s t o a s s e s s t h e a b i l i t y o f T A M t o p r e v e n t b r e a s t c a n c e r i n
s u b j e c t s c o n s i d e r e d a t h i g h - r i s k f o r d e v e l o p i n g b r e a s t c a n c e r . I n o n e o f t h e s e t r i a l s ,
t h e B r e a s t C a n c e r P r e v e n t i o n T r i a l o r P - 1 T r i a l c o n d u c t e d b y t h e N SA B P , T A M
r e d u c e d th e r i s k o f i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r b y 4 9 % (tw o - s i d e d P v a l u e P < 0 . 0 0 0 0 1)
w i t h a c u m u l a t i v e i n c i d e n c e o f b r e a s t c a n c e r t h r o u gh 6 9 m o n th s o f f o l l o w
- u p o f 4 3 4
v s . 2 2 . 0 p e r 10 0 0 w o m e n i n t h e p l a c e b o a n d T A M g r o u p s , r e s p e c t i v e l y (F i s h e r e t a l . ,
1 9 9 8 ) . T h e d a t a w a s r e l e a s e d 14 m o n th s b e f o r e t h e p l a n n e d c o m p l e t i o n o f t h e s t u d y
s o w o m e n i n t h e p l a c e b o g r o u p c o u l d c o n s i d e r s t a r t i n g T A M th e r a p y (A u l t a n d
B r a d b u r y , 1 9 9 8 ) . T o d a t e , h o w e v e r , t h e r e h a v e b e e n 3 6 c a s e s o f e n d o m e t r i a l c a n c e r
i n t h e T A M g r o u p c o m p a r e d t o 1 5 c a s e s i n t h e p l a c e b o g r o u p . T h e o t h e r t w o R C T ,
o n e c o n d u c t e d i n I t a l y a n d o n e c o n d u c t e d i n t h e U n i t e d K i n g d o m , h a v e y e t t o
d e m o n s t r a t e e i t h e r t h e a b i l i t y o f T A M t o r e d u c e t h e i n c i d e n c e o f b r e a s t c a n c e r i n
" h e a l t h y w o m e n
"
o r t h e a b i l i t y o f T A M t o c a u s e a n i n c r e a s e i n e n d o m e t r i a l c a n c e r
o v e r t h e l e v e l s o f t h e p l a c e b o g r o u p (Sm i th e t a l . , 2 0 0 0 ) .
B a s e d o n t h e f i n d i n g s o f t h e B r e a s t C a n c e r P r e v e n t i o n T r i a l , Z e n e c a
P h a r m a c e u t i c a l s f i l e d a S u p p l e m e n t a l N ew D r u g A p p l i c a t i o n w i t h th e F D A o n A p r i l
3 0 , 19 9 8 (A n o n ym o u s , 19 9 8 ) . O n Se p t e m b e r 2 , 19 9 8 , T A M m o v e d a s t e p c l o s e r t o
a p p r o v a l a s a p r e v e n t a t i v e a g e n t w h e n t h e O n c o l o g i c D r u g A d v i s o r y C o m m i t t e e o f
t h e F D A r e c o mm e n d e d i t s u s e a s a p r o p h y l a x i s f o r w o m e n c o n s i d e r e d t o b e a t h i g h
r i s k f o r t h e d i s e a s e (A n o n y m o u s , 1 9 9 8 ) . I n a d d i t i o n , t h e r e a r e s t u d i e s b e i n g
c o n d u c t e d o n t h e u s e o f T A M fo r a v a r i e t y o f o t h e r m a l i g n a n c i e s , i n c l u d i n g
h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a , c a r c i n o m a o f t h e s t o m a c h , r e n a l - c e l l c a r c i n o m a , a n d
c a r c i n o m a o f t h e c e r v i x a n d o v a r y (l A R C , 19 9 6 ) .
A n i m a l St u d i e s
l A R C ( 19 9 6 ) c o n c l u d e d t h e r e w a s s u ffi c i e n t e v id e n c e t o c l a s s i fy T A M a s a
c a r c i n o g e n i n a n im a l s . T h i s c o n c l u s i o n w a s b a s e d o n s t u d i e s t h a t d e m o n s t r a t e d a
s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n t h e i n c i d e n c e s o f b e n i g n o v a r i a n a n d t e s t i c u l a r t u m o r s i n m i c e
(o n e s t u d y ) a n d p r e n e o p l a s t i c l i v e r l e s i o n s a n d b e n i g n a n d m a l i g n a n t l i v e r t u m o r s i n
r a t s (e i g h t s t u d i e s ) f o l l o w i n g o r a l e x p o s u r e t o T A M .
P r e c l i n i c a l t o x i c o l o gi c a l s t u d i e s o n T A M b e g a n i n 1 9 64 a n d c o n t i n u e d f o r
m o r e t h a n 10 y e a r s . T h e s e s t u d i e s w e r e c o n d u c t e d b y Z e n e c a P h a r m a c e u t i c a l s (a
d i v i s i o n o f I C I Ch e m i c a l s a n d p r o p r i e t o r s o f t h e d r u g ) a n d i n c l u d e d t e s t i n g o n r a t s ,
d o g s , a n d m o n k e y s f o r p e r i o d s u p t o s i x m o n th s o r l o n g e r a n d s e v e r a l l o n g e r t e r m
s t u d i e s i n m i c e ( 1 2 t o 1 5 m o n t h s i n m i c e ) (T u c k e r e t a l . , 1 9 8 4 ) . I n g e n e r a l , t h e r e
w e r e n o s i g n i f i c a n t t o x i c o l o g i c a l e f f e c t s o t h e r t h a n t h o s e f o u n d i n t h e r e p r o d u c t i v e
t r a c t . B e n i g n g o n a d a l t u m o r s a n d b o n e c h a n g e s w e r e o b s e r v e d i n m i c e a t h i g h d o s e s .
T h e s e e f f e c t s w e r e s h o w n t o b e r e l a t e d t o T A M ' s e s t r o g e n i c a c t i v i t y T e r a t o l o g i c a l
s t u d i e s p r o d u c e d f e w s i g n i f i c a n t f i n d i n g s o t h e r t h a n a n i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f
i r r e g u l a r o s s i f i c a t i o n o f r i b s i n f e t a l r a t s e v a l u a t e d i n d a m s g i v e n T A M a t d o s e s a b o v e
2 m g /k g .
T h e r e h a v e b e e n n u m e r o u s a n im a l c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s c o n du c t e d o n
T A M ; m o s t o f t h e s e s t u d i e s h a v e b e e n r e v i e w e d b y l A R C ( 19 9 6 ) o r W o g a n ( 19 9 7 ) .
T h e m o s t s i gn i f i c a n t a n im a l c a r c i n o g e n i c i t y s t u d y w a s c o n d u c t e d b y G r e a v e s e t a l .
(1 9 9 3 ) . I n t h i s s t u d y , g r o u p s o f m a l e a n d f e m a l e W i s t a r - d e r i v e d (A l d e r l y P a r k ) r a t s ,
6 w e e k s o f a g e , w e r e g i v e n 5 , 2 0 , o r 3 5 m g /k g T A M p e r d a y b y o r a l g a v a g e (5
m L / k g ) f o r 2 y e a r s i n a c o n v e n t i o n a l c a r c i n o g e n i c i t y b i o a s s a y . T h e m a j o r f i n d i n g
w a s a t w o - s e x , d o s e - r e l a t e d i n c r e a s e i n t h e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s
t h a t w e r e f i r s t o b s e r v e d a f t e r 3 1 w e e k s o f t r e a t m e n t . N o i n c r e a s e i n t h e i n c i d e n c e o f
t u m o r s w a s o b s e r v e d a t a n y o t h e r s i t e . Su m m a r i e s o f o t h e r a n im a l c a r c i n o g e n i c i t y
s t u d i e s fo l l o w .
G r o u p s o f 5 7 , 8 4 , a n d 7 5 f e m a l e Sp r a g u e - D aw l e y r a t s , s i x w e e k s o f a g e , w e r e
g i v e n 0 , 1 1 . 3 , a n d 2 2 . 6 m g /k g T A M (9 9% p u r e ) b y o r a l g a v a g e i n 0 . 5 %
c a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e (C M C ) (H a r d e t a l , 1 9 9 3 ) . T h e r a t s w e r e d o s e d s e v e n d a y s
p e r w e e k f o r u p t o 1 2 m o n t h s , f o l l o w e d b y a 3 - m o n t h p o s t - t r e a tm e n t o b s e r v a t i o n
p e r i o d . I n t e r im n e c r o p s i e s w e r e p e r f o r m e d a t 3 , 6 , a n d 12 m o n th s ; t h e t e r m i n a l
s a c r i f i c e o c c u r r e d a f te r 15 m o n th s . A t 12 m o n th s
,
t h e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r
c a r c i n o m a s w a s 0% (0/ 18 ) i n c o n t r o l , 4 4 % ( 16 /3 6 ) i n t h e l o w - d o s e , a n d 10 0%) (2 4 / 2 4 )
i n t h e h i gh - d o s e a n im a l s .
G r o u p s o f 2 0 f e m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s , s i x w e e k s o f a g e , w e r e
a d m i n i s t e r e d 0
,
1 1 . 3
,
o r 4 5 m g /k g T A M (9 9% p u r e ) b y o r a l g a v a g e i n 0 . 5 % C M C
s e v e n d a y s p e r w e e k f o r u p t o o n e y e a r (H i r s im a k i e t a l . , 19 9 3 ) . A n i n t e r im n e c r o p s y
w a s p e r f o r m e d a ft e r 2 6 w e e k s o f t r e a t m e n t ; n o t u m o r s w e r e o b s e r v e d . W e i g h t g a i n
w a s r e d u c e d i n t h e t r e a t e d a n im a l s . A ft e r 5 2 w e e k s o f t r e a t m e n t
,
t h e i n c i d e n c e o f
h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s w a s 0% (0 / 5) i n t h e c o n t r o l , 0% (0 / 5 ) i n t h e l o w - d o s e , a n d
6 0%) (3 / 5 ) i n t h e h i gh - d o s e a n im a l s . So m e a n im a l s w e r e o b s e r v e d f o r a n a d d i t i o n a l
13 w e e k s a ft e r t h e c o n c l u s i o n o f t r e a t m e n t T h e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r
c a r c i n o m a s i n t h e s e a n im a l s w a s 0 %) (0 / 8 ) i n t h e c o n t r o l , 0% (0 / 8) i n t h e l o w - d o s e ,
a n d 83%) ( 5/ 6 ) i n t h e h i g h - d o s e a n im a l s .
G r o u p s o f 5 5 - 5 7 f e m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s , s i x w e e k s o f a g e , w e r e
a dm i n i s t e r e d 0 , 2 . 8 , 1 1 . 3 , o r 4 5 . 2 m g / k g T A M (p u r i t y n o t s p e c i fi e d) b y o r a l g a v a g e i n
0 . 5 %o C M C s e v e n d a y s p e r w e e k f o r u p t o o n e y e a r w i t h tw o r e c o v e r y s e gm e n t s , f o u r
w e e k s o f r e c o v e r y a f t e r s i x m o n t h s o f e x p o s u r e , a n d th r e e m o n th s o f r e c o v e r y a ft e r
1 2 m o n t h s o f e x p o s u r e (W i lU a m s e t a l , 1 9 9 3 ) . C o m p l e t e n e c r o p s i e s a n d
h i s t o p a t h o l o g y w e r e p e r f o m i e d . A f t e r s i x m o n t h s o f T A M t r e a tm e n t a t 4 5 . 2 m g /k g ,
t h e n u m b e r o f r a t s s h o w i n g h e p a t o c e l l u l a r a d e n o m a s a n d h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s
w a s 7 1% (3 9 / 5 5) a n d 2 9 % ( 16/ 5 5 ) , r e s p e c t i v e l y . A ft e r 12 m o n th s o f t r e a t m e n t , t h e
o c c u r r e n c e o f l i v e r c a r c i n o m a s w a s 4 5 % (5 / 1 1 ) i n t h e m i d - d o s e a n d 7 5 %) ( 3 / 4 ) i n t h e
h i g h - d o s e r a t s . N o l i v e r t u m o r s w e r e s e e n i n t h e c o n t r o l o r l o w - d o s e r a t s .
G r o u p s o f fi v e f e m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s , s i x w e e k s o f a g e , w e r e
a dm i n i s t e r e d 0 , 1 1 . 3 , o r 4 5 m g / k g T A M (p u r i t y > 9 9% ) b y o r a l g a v a g e i n 0 . 5% C M C
s e v e n d a y s p e r w e e k fo r u p t o o n e y e a r w i t h s o m e o f t h e a n im a l s f o l l o w e d f o r a n o t h e r
13 w e e k s o f o b s e r v a t i o n (A h o t u p a e t a l . , 1 9 9 4 ) . A t 6 5 w e e k s , t h e i n c i d e n c e o f
h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s w a s 0 % (0 / 5 ) i n t h e c o n t r o l , 0% (0/ 5 ) i n t h e l o w - d o s e , a n d
10 0 % (5 / 5 ) i n t h e h i g h - d o s e a n im a l s .
G r o u p s o f 5 0 m a l e a n d 5 0 f e m a l e r a t s (s t r a i n a n d a g e n o t s p e c i fi e d ) w e r e
p r o v i d e d 0 , p l a c e b o (n o t sp e c i fi e d ) , o r 3 6 m g /k g T A M (p u ri t y n o t s p e c i fi e d ) i n t h e
d i e t f o r 2 4 m o n t h s (H a s m a n n e t a l . , 1 9 9 4 ) . T h e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r
c a r c i n o m a s i n m a l e r a t s w a s 0% (0 / 5 0 ) i n t h e c o n t r o l a n d p l a c e b o , a n d 9 8% (4 9 / 5 0) i n
t h e T AM - t r e a t e d a n i m a l s . I n f em a l e r a t s
,
t h e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s
w a s 0 % (0 /5 0 ) i n t h e c o n t r o l a n d p l a c e b o , a n d 10 0% (5 0 /5 0 ) i n t h e T A M - t r e a t e d r a t s
I n t h e s t u d i e s s u m m a ri z e d a b o v e
,
t h e l A R C ( 19 9 6 ) w o r k i n g g r o u p n o t e d th e
sm a l l n v im b e r o f a n im a l s (H a r d e t a l . , 1 9 9 3 , H i r s im a k i e t a l , 1 9 9 3 , A h o t u p a e t a l ,
1 9 9 4 ) , t h e l e s s t h a n l i f e t im e e x p o s u r e t o T A M (H a r d e t a l . , 1 9 9 3 , H i r s im a k i e t a l . ,
19 9 3 , W i l h a m s e t a l , 1 9 9 3 , A h o t u p a e t a l , 19 9 4 ) , a n d th e l a c k o f e x p e ri m e n t a l d e t a i l
(H a sm a n n e t a l . , 1 9 9 4 ) . T h e o n l y c ri t i c i s m th e l A R C w o r k i n g g r o u p m a d e o f t h e
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G r e a v e s e t a l . ( 19 9 3 ) s t u d y w a s t o d i s p u t e t h e c l a im t h a t t r e a tm e n t w i t h T A M r e d u c e d
th e r a t e o f p i t u i t a r y t u m o r f o r m a t i o n i n f e m a l e r a t s .
I n o n e s t u d y i n m i c e , o u t - b r e d C D - I f e m a l e s w e r e t r e a t e d w i t h T A M (0 , 1 , 2 ,
5
,
1 0
,
2 5
,
o r 5 0 / z g / p u p /d a y ) f o r t h e fi r s t fi v e d a y s a ft e r b i r t h (N e w b o l d e t a l . , 1 9 9 7 ) .
W h e n th e r e p r o d u c t i v e t r a c t t i s s u e s w e r e e x a m i n e d fo r p a t h o l o g i c a l c h a n g e s a t 1 4 - 17
m o n t h s o f a g e , s t r u c t u r a l m a l f o r m a t i o n s a n d e p i t h e l i a l h y p e r p l a s i a o f t h e o v i d u c t
w e r e o b s e r v e d i n 10 0% (7 3 /7 3 ) o f t h e T A M - t r e a t e d m i c e (a l l d o s e s ) . I n t h e l i n i n g o f
t h e e n d o m e t r i u m
,
10 0% (84 / 8 4 ) o f t h e T AM - t r e a t e d m i c e (a l l d o s e s ) e x h i b i t e d b a s a l
c e l l h y p e r p l a s i a . N o s im i l a r e f f e c t s w e r e f o u n d i n t h e c o n t r o l g r o u p o f m i c e .
T h e c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l o f T A M h a s a l s o b e e n a s s e s s e d i n t h e 2 - s t a g e
m o d e l o f e x p e r im e n t a l h e p a t o c a r c i n o g e n e s i s i n b o t h r a t s a n d m i c e . G r o u p s o f f e m a l e
F i s c h e r F 3 4 4 /N r a t s w e r e p a r t i a l l y h e p a t e c t o m i z e d , c h e m i c a l l y i n i t i a t e d w i t h D E N
( 10 m g /k g ) , a n d m a i n t a i n e d o n T A M a t a c o n c e n t r a t i o n o f 2 5 0 m g /k g i n t h e d i e t f o r
u p t o 1 5 m o n th s (D r a g a n e t a l , 1 9 9 4 ) . A ft e r 15 m o n t h s o f T A M a dm i n i s t r a t i o n ,
h e p a t i c n e o p l a s t i c n o d u l e s a n d h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a s w e r e o b s e r v e d i n 8 8% ( 7 / 8 )
a n d 3 8 % (3 / 8 ) o f r a t s , r e s p e c t i v e l y . T h e a u t h o r s c o n c l u d e d t h a t T A M w a s a
p r o m o t i n g a g e n t i n t h e r a t l i v e r a t s e r u m l e v e l s a p p r o x im a t i n g th o s e o f p a t i e n t s
a dm i n i s t e r e d t h e r a p e u t i c d o s e s . A n o t h e r s t u d y , c o n d u c t e d b y th e s am e i n v e s t i g a t o r s ,
u s e d t h e s a m e e x p e r im e n t a l d e s i g n t o c o m p a r e t h e p r o m o t i n g a c t i v i t y o f T A M a n d
t o r e m i f e n e
,
a v e r y c l o s e l y r e l a t e d t r i p h e n y l e t h y l e n i c a n a l o g u e o f T A M (D r a g a n e t a l ,
19 9 5 ; c i t e d b y W o g a n , 19 9 7 ) . B o th a g e n t s i n c r e a s e d th e i n c i d e n c e o f h e p a t o c e l l u l a r
c a r c i n o m a s o v e r t h e c o n t r o l s
,
w i t h T A M th e m o r e p o t e n t p r o m o t e r .
1 1
I n o t h e r s t u d i e s o f r a t l i v e r c a r c i n o g e n e s i s , T A M h a s b e e n s h o w n t o h a v e b o t h
i n d u c i n g (G h i a a n d M e r e t o , 19 8 9 ) a n d e n h a n c i n g (G h i a a n d M e r e t o , 1 9 8 9 ; Y a g e r e t
a l
,
1 9 8 6 ; D r a g a n e t a h , 19 9 1) e f f e c t s , s p e c i f i c a l l y i n d u c i n g a n d p r o m o t i n g y -
g l u t a m y l t r a n s p e p t i d a s e p o s i t iv e f o c i i n f e m a l e r a t s . H o w e v e r , t h e r e l e v a n c e o f s u c h
f i n d i n g s i s d i s p u t e d s i n c e t h e s e e f f e c t s h a v e n o t b e e n o b s e r v e d i n h u m a n s .
I n o v a r i e c t o m i z e d Sw i s s m i c e , T A M r e d u c e d th e i n c i d e n c e o f 3 -
m e th y l c h o l a n t h r e n e (3 - M CA )- i n d u c e d c e r v i c a l c a r c i n o m a b y gr e a t e r t h a n tw o - f o l d
c o m p a r e d t o m i c e i n j e c t e d w i t h 3 - M C A o n l y (p e r c e n t i n c i d e n c e s o f 2 7 a n d 6 2 ,
r e s p e c t i v e l y ) ( Se n g u p t a e t a l , 1 9 9 1 ; c i t e d b y l A R C , 19 9 6 ) .
I n B A L B / c /B l n m i c e , T A M r e d u c e d th e i n c i d e n c e o f v i r u s - i n d u c e d l e u k e m i a
(a s m e a s u r e d b y s p l e e n w e i g h t ) b y g r e a t e r t h a n t h r e e - f o l d c o m p a r e d t o t h e l e v e l
f o u n d i n m i c e a dm i n i s t e r e d th e v i r u s o n l y (Sy d o w a n d W u n d e r l i c h , 1 9 94 ; c i t e d b y
l A R C , 19 9 6 ) .
F e m a l e I C R m i c e
,
1 2 - 13 w e e k s o f a g e , r e c e i v e d o n e i n j e c t i o n o f M N U ( 1
m g / 10 0 g b o d y w e i g h t ) f o l l o w e d a w e e k l a t e r b y e i t h e r I V P- e s t r a d i o l ( 5 o r 2 5 p p m ) o r
T A M (5 p p m ) i n t h e d i e t f o r a t o t a l o f 3 0 w e e k s (N iw a e t a l , 1 9 9 8 ) . B o t h 1 7 p-
e s t r a d i o l a n d T A M i n c r e a s e d th e i n c i d e n c e o f p r e - n e o p l a s t i c l e s i o n s o f t h e
e n d o m e t r i u m o v e r c o n t r o l m i c e , s u g g e s t i n g th a t t h e s e c o m p o u n d s h a v e e n h an c i n g
e f f e c t s o n e n d o m e t r i a l c a r c i n o g e n e s i s i n m i c e .
A b s o r p t i o n , D i s t r i b u t i o n , a n d E x c r e t i o n
I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d i n t h e r a t , d o g , r h e s u s m o n k e y (F r o m s o n e t a l . , 1 9 7 3 ;
c i t e d b y W i s e m a n , 1 9 9 4 ) , a n d h u m a n s (L i e n e t a l , 19 8 9 ; c i t e d b y l A R C , 19 9 6 ) th a t
T A M i s w e l l a b s o r b e d a n d
,
a ft e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n
,
r e a d i l y b o u n d (> 9 9% ) t o p l a s m a
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p r o t e i n s , m o s t l y a l b u m i n . T A M a dm i n i s t e r e d t o b r e a s t c a n c e r p a t i e n t s (4 0 m g / d a y )
f o r t w o m o n t h s p r o d u c e d s t e a dy - s t a t e m e a n p l a s m a c o n c e n t r a t i o n s o f 1 8 6 - 2 14 n g / m L
(M c V i e e t a l . , 1 9 8 6 ; c i t e d b y l A R C , 1 9 9 6 ) . T h e c o n c e n t r a t i o n o f T A M a n d 4 - O H
T A M i n th e p l a s m a o f b r e a s t c a n c e r p a t i e n t s r e c e i v i n g T A M (4 0 m g / d a y ) f o r 1 4 d a y s
w a s 3 6 3 - 7 4 5 n g /m L a n d 1 . 4 - 3 . 1 n g /m L , r e s p e c t i v e l y (M u r p h y e t a l , 1 9 8 7 ; c i t e d b y
l A R C
,
1 9 9 6 ) . T h e a p p a r e n t v o l u m e o f d i s t r i b u t i o n i n h u m a n s i s 5 0 - 6 0 L /k g ,
s u g g e s t i n g e x t e n s i v e t i s s u e l o c a l i z a t i o n (L i e n e t a l . , 1 9 9 1 ; c i t e d b y l A R C , 1 9 9 6 ) . I n
h u m a n l i v e r a n d b r e a s t
,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f T A M i s g e n e r a l l y a n o r d e r o f m a g n i t u de
h i gh e r t h a n i n t h e p l a s m a , b e tw e e n 5 0 a n d 5 0 0 0 n g/ g t i s s u e (F u r r a n d J o r d a n , 1 9 8 4 ;
c i t e d b y Sm i t h e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e t e r m i n a l h a l f - h f e o f T A M i s a b o u t 14 h o u r s i n r a t s ,
a n d a b o u t 8 h o u r s i n m i c e (F r o m s o n e t a l . , 1 9 7 3 ; c i t e d b y W i s e m a n , 1 9 9 4 ) . T h e
e l im i n a t i o n o f T A M i n h u m a n s i s b i p h a s i c , w i t h a n i n i t i a l d i s t r i b u t i o n h a l f - l i f e o f 7 -
1 4 h o u r s
,
a n d a t e r m i n a l h a l f - l i f e o f o v e r 7 d a y s (A d a m e t a l . , 19 8 0 ; c i t e d b y l A R C ,
1 9 9 6 ) . T A M m e t a b o l i t e s a r e e x c r e t e d v i a b i l e , i n t o f e c e s , a s g l u c u r o n i d e s a n d o t h e r
c o n j u g a t e s (W i s e m a n , 19 9 4 ) .
Me t a b o l i s m
T h e m a j o r p h a s e I r o u t e s o f m e t a b o l i s m o f T A M i n h u m a n s a n d r o d e n t s i s A -^
d em e t h y l a t i o n (F i gu r e 1, 1) , A -^ o x i d a t i o n (F i g u r e 1, I I ) , a n d r i n g h y d r o x y l a t i o n (F i g u r e
1
,
I I I
,
I V ) B o t h A -^ d e m e t h y l a t i o n a n d r i n g h y d r o x y l a t i o n r e a c t i o n s a r e c a t a l y z e d b y
c y t o c h r o m e P 4 5 0 e n z ym e s , w h i l e A
-^ o x i d a t i o n i s c a t a l y z e d b y f l a v i n - c o n t a i n i n g
m o n o o x y g e n a s e s (F M O ) T h e e x p r e s s i o n p r o f i l e o f i n d i v i d u a l x e n o b i o t i c -
m e t a b o l i z i n g C Y P g e n e s w a s s t u d i e d i n t h e e n d o m e t r i u m o f h u m a n s b y R T
- P C R a n d
t h e fo l l o w i n g CY P m R N A s w e r e d e t e c t e d : C Y P 2B 6 , C Y P 2C , C Y P 2 E 1, C Y P 3 A 4 ,
1 3
C Y P 3 A 5
,
C Y P 4B 1
,
a n d C Y P l l A (H u k k a n e n e t a l , 19 9 8 ) . D i f f e r e n t c y t o c h r o m e
P 4 5 0 s a r e p r e d o m i n a n t l y r e s p o n s i b l e f o r t h e m e t a b o l i s m o f T A M t o d i f f e r e n t
m e t a b o l i t e s i n h u m a n s . M a n y c y t o c h r o m e P 4 5 0 s h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h t h e A -^
d em e t h y l a t i o n o f T A M , b u t CY P 3 A 4 h a s b e e n s h o w n t o p r e d o m i n a n t l y c o n v e r t T A M
t o A -^ d e s m e t h y l t a m o x i f e n C Y P 2 D 6 i s p r i m a r i l y r e s p o n s i b l e f o r t h e 4 - h y d r o x y l a t i o n
o f T A M (D e h a l a n d K u p f e r , 19 9 7 ) , w i t h CY P 2 C 9 a n d C Y P 3A 4 a l s o c a p a b l e o f t h e
m e t a b o l i s m (C r e w e e t a l . , 19 9 7 ) 7V- D e s m e th y l t a m o x i f e n c a n b e fu r t h e r m e t a b o l i z e d
t o a 4 - O H A -^ d e sm e t h y l m e t a b o l i t e (F i g u r e 1 , V ) . I n a d d i t i o n , 4 - O H T A M c a n b e
m e t a b o l i z e d t o a n e l e c t r o p h i l i c q u i n o n e m e th i d e (F i g u r e 1 , V I ) (F a n e t a l . , 2 0 0 0 ) .
I n r a t s
,
s im i l a r m e t a b o l i t e s a r e p r o d u c e d , a l b e i t i n g r e a t e r a m o u n t s a n d w i t h
fa s t e r k i n e t i c s (Sw e n b e r g , 19 9 7 ) . T AM i s p r i m a r i l y m e t a b o l i z e d i n r a t s b y CY P 3 A
i s o f o r m s t o a - h y d r o x y - t a m o x i f e n (F i g u r e 1 , V I I ) , a m e t a b o l i t e a l s o f o u n d i n h u m a n s .
I n a d d i t i o n , i n b o t h h u m a n a n d r a t s , i t a p p e a r s t h e m a j o r i t y o f t h e s a m e c y t o c h r o m e
P 4 5 0 s a r e i n v o l v e d i n t h e m e t a b o l i s m o f T AM . I n r a t s
,
T A M h a s a l s o b e e n s h o w n t o
c a u s e a m o d e s t i n d u c t i o n (2 - 3 f o l d ) i n CY P 2B 1 , C Y P 2 B 2 , a n d C Y P 3 A 1 (Wh i t e e t
a l . , 1 9 9 3 )
T h e r e i s a l s o e v i d e n c e o f a n a l t e r n a t i v e p a t h w a y o f T A M m e t a b o l i s m , i n
a d d i t i o n t o t h e C Y P - a n d F M O - c a t a l y z e d r e a c t i o n s . A fr e e r a d i c a l m e c h a n i s m
c a t a l y z e d b y p e r o x i d a s e s , l e a d i n g t o t h e A -^ d em e t h y l a t i o n a n d A ^- o x i d a t i o n o f T A M
h a s b e e n d e m o n s t r a t e d (D a v i e s e t a l . , 1 9 9 5 ; c i t e d b y Sm i t h e t a l . , 2 0 0 0 ) . H o r s e r a d i s h
p e r o x i d a s e , l a c t o p e r o x i d a s e , a n d p r o s t a g l a n d i n s y n t h e t a s e a l s o c a t a l y z e t h e
c o n v e r s i o n o f T A M t o T A M - A^- o x i d e (Wh i t e e t a l . , 19 9 7 ) .
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M e c h a n i s m (s ) o f A c t i o n
T h e w e i g h t o f e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t T A M i s c a r c i n o g e n i c i n b o t h r a t s a n d
h u m a n s . W h a t i s e q u i v o c a l , h o w e v e r , i s t h e m e c h a n i s m b y w h i c h T A M i n du c e s a n
i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f t u m o r s . S e v e r a l m e c h a n i s m s h a v e b e e n h y p o th e s i z e d :
g e n o t o x i c , e p i g e n e t i c (h o r m o n a l ) , o r a m i x t u r e o f b o t h (c l a s s i c a l i n i t i a t i o n / p r o m o t i o n )
p a t h w a y s .
A s d e m o n s t r a t e d i n a n u m b e r o f a n i m a l c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s , T A M c l e a r l y
i s a h e p a t o c a r c i n o g e n i n r a t s . So m e r e s e a r c h e r s h a v e h y p o t h e s i z e d t h a t t h i s e f f e c t
r e s u l t e d f r o m a n e p i g e n e t i c m e c h a n i sm r e l a t i n g t o a h o r m o n a l l y - d e p e n d e n t p r o m o t i o n
o f e n d o g e n o u s h e p a t o c e l l u l a r l e s i o n s , a s h a s b e e n d e s c r i b e d f o r h u m a n e n d o m e t r i a l
t i s s u e s (Wh i t e e t a h , 19 9 7 ) . T h e b a s i s f o r a h o r m o n a l m e c h a n i s m i s t h a t T AM i s a
d r u g w h i c h a l t e r s e s t r o g e n - r e c e p t o r m e d i a t e d g e n e e x p r e s s i o n i n t a r g e t c e l l s , a s w e l l
a s a c t i n g a s b o t h a n a g o n i s t / a n t a g o n i s t o f e s t r o g e n , d e p e n d i n g o n t h e t i s s u e (G a l l o a n d
K a u fi n a n
,
1 9 9 7 ) T h e t i s s u e - s p e c i f i c e f f e c t s o f T A M o n g e n e e x p r e s s i o n m a y b e
i n v o l v e d i n i t s a b i l i t y t o i n c r e a s e o r d e c r e a s e t u m o r r i s k . T A M a c t s a s a n e s t r o g e n
a g o n i s t a n d /o r a n t a g o n i s t b y b i n d i n g d i r e c t l y t o t h e e s t r o g e n r e c e p t o r . I n s o m e
t i s s u e s , i n c l u d i n g b r e a s t , T A M a c t s a s a c o m p e t i t i v e i n h i b i t o r o f e s t r o g e n (a n t a g o n i s t )
b y b i n d i n g d i r e c t l y t o t h e e s t r o g e n r e c e p t o r , t h u s i n h i b i t i n g 17 P- e s t r a d i o l f r o m
b i n d i n g . T h e T A M - e s t r o g e n - r e c e p t o r c o m p l e x h a l t s b r e a s t c a n c e r c e l l s i n t h e G l
p h a s e o f t h e c e l l c y c l e b e c a u s e t h e c o m p l e x f a i l s t o in d u c e n o r m a l t r a n s c r i p t i o n a l
a c t i v i t y b y n o t b e i n g a b l e t o b i n d t o D N A - r e s p o n s i v e e l e m e n t s . T h i s i n t u r n a l s o
l o w e r s 1 7 |3e s t r a d i o l - i n d u c e d c - m y c e x p r e s s i o n (P a s q u a l i n i e t a l . , 1 9 87 ; c i t e d b y
l A R C
,
1 9 9 6
,
H a s m a n n
,
e t a l .
,
1 9 9 4 ) . I n o t h e r t i s s u e s , s u c h a s t h e e n d o m e t r i a l l i n i n g
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o f t h e u t e r u s , T A M e x h i b i t s e s t r o g e n i c p r o p e r t i e s p r o b a b l y b e c a u s e t h e s e t i s s u e s
e i t h e r c o n t a i n a d i f f e r e n t s c h e m e o f D N A - b i n d i n g s i t e s o r r e q u i r e f e w e r a c t i v a t i o n
f a c t o r s (G a l l o a n d K a u f m a n , 1 9 9 7 ) . S u s t a i n e d o c c u p a n c y o f r e c e p t o r - e s t r o g e n
c o m p l e x e s i s r e q u i r e d f o r e s t r o g e n - i n d u c e d s t im u l a t i o n o f D N A r e p l i c a t i o n . I t i s
h y p o t h e s i z e d t h a t t h e T A M - r e c e p t o r c o m p l e x e s i n t h e u t e r u s , u n l i k e b r e a s t t i s s u e , a r e
c a p a b l e o f i n t e r a c t i n g w i t h th e e s t r o g e n - r e s p o n s i v e e l e m e n t s o n t h e D N A . T h e r e f o r e ,
p r o l o n g e d e x p o s u r e t o T A M c o u l d a u gm e n t m i t o g e n i c a c t i v i t y , w h i c h c o u l d l e a d t o
a n i n c r e a s e d c a n c e r r i s k (l A R C , 1 9 9 6 ) . I n a d d i t i o n , h y p e r p l a s i a o f t h e e n d o m e t r i u m
c a n b e i n d u c e d b y e x p o s u r e t o e x c e s s e s t r o g e n o f e i t h e r e n d o g e n o u s o r e x o g e n o u s
o r i g i n , im p l j dn g t h a t a s m o r e r e c e p t o r s a r e o c c u p i e d t h e r e i s m o r e e s t r o g e n - e n h a n c e d
D N A t r a n s c r i p t i o n (G a l l o a n d K a u fi n a n , 1 9 9 7) .
C a r m i c h a e l ( 19 9 8 ) h y p o th e s i z e s t h a t T A M
'
s c a r c i n o g e n i c a c t i v i t y i n t h e
e n d o m e t r i u m i n v o l v e s d y s r e g u l a t i o n o f t h e t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r - b e t a (T G F - P)
a c t i v a t i o n a n d s i g n a l i n g p a t h w a y . T h i s h y p o th e s i s s t e m s fr o m t h e f a c t t h a t i n t h e
b r e a s t
,
a s a f u n c t i o n o f i t s a n t i - e s t r o g e n i c p r o p e r t i e s , T A M h a s th e a b i l i t y t o d o w n -
r e gu l a t e t h e e x p r e s s i o n o f t h e m i t o g e n T G F a n d e n h a n c e t h e e x p r e s s i o n T G F - Pw i th
i t s n e g a t i v e gr o w th f a c t o r i n f lu e n c e (B u t t a e t a h , 19 9 2 ; c i t e d b y C a r m i c h a e l , 19 9 8) .
Si n c e T A M h a s e s t r o g e n i c e f f e c t s i n t h e e n d o m e t r i u m , C a r m i c h a e l (1 9 9 8 )
h y p o t h e s i z e d th a t , i n t h i s t i s s u e , T G F w i l l b e u p
- r e g u l a t e d a n d t h e e x p r e s s i o n o f T G F -
P r e d u c e d . T A M h a s a l s o b e e n f o u n d t o i n c r e a s e t h e g e n e e x p r e s s i o n o f i n s u l i n - l i k e
gr o w th f a c t o r (I G F - I ) a s w e l l a s t o c a u s e h y p e r t r o p h y i n t h e u t e r u s o f h u m a n b r e a s t
c a n c e r p a t i e n t s (P o l l a k , 1 9 9 8) .
I t h a s b e e n s h o w n e x p e r im e n t a l l y t h a t t h e e s t r o g e n i c / a n t i - e s t r o g e n i c p r o p e r t i e s
o f T AM a r e b o t h o r g a n a n d s p e c i e s s p e c i f i c . I n h u m a n s a n d r a t s , T A M h a s b o t h
e s t r o g e n a n d a n t i - e s t r o g e n p r o p e r t i e s w h i l e i n d o g s a n d m i c e i t a c t s s o l e l y a s a n
e s t r o g e n a g o n i s t (J o r d a n a n d R o b i n s o n , 1 9 8 7 ) . A d di t i o n a l s u p p o r t f o r a n e p i g e n e t i c
m e c h a n i s m (e s t r o g e n - r e c e p t o r m e d i a t e d ) c o m e s fr o m t h e fa c t t h a t n e a r l y a l l i n v i t r o
g e n o t o x i c i t y a s s a y s p r o d u c e d n e g a t i v e r e s u l t s . N e g a t i v e r e s u l t s w e r e r e p o r t e d i n a t
l e a s t 2 0 A m e s Sa lm o n e l l a A s s a y s (A n o n y m o u s , 2 0 0 0 , I C I s t u d y ; c i t e d b y
T a n n e n b a u m , 1 9 9 7) , i n o n e S i s t e r C h r o m a t i d E x c h a n g e A s s a y u s i n g h u m a n
p e r i p h e r a l l y m p h o c y t e s (K a r k i a n d K a r k i , 1 9 8 6 ; c i t e d b y Sm i th e t a l . , 2 0 0 0 ), a n d i n a
m u t a t i o n a l s t u d y i n v o l v i n g th e hp r t l o c u s i n C h i n e s e h a m s t e r o v a r y (C H O ) c e l l s (I C I
s t u d y ; c i t e d b y T a n n e n b a u m , 19 9 7 ) .
I n c o n t r a s t
,
t h e d e m o n s t r a t i o n (e x p e r im e n t a l l y ) i n b o t h r o d e n t s a n d i n c u l t u r e d
h u m a n c e l l s t h a t t h e m e t a b o l i s m o f T A M c a n r e s u l t i n a c t i v e m e t a b o l i t e s t h a t
c o v a l e n t l y b i n d t o D N A h a s p r o v i d e d s u p p o r t f o r a g e n o t o x i c m e c h a n i s m o f a c t i o n
(P a t h e k e t a l . , 1 9 9 6 ) . W h i t e e t a l . ( 1 9 9 2 ) f o u n d t h a t T A M a dm i n i s t r a t i o n t o F i s c h e r
3 4 4 / N r a t s c a u s e d a t im e - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n t h e l e v e l o f l i v e r D N A a d d u c t s w i t h a
m a x im u m o f 1 a d du c t / 10
^
n u c l e o t i d e s a ft e r s e v e n d a y s o f d o s i n g . A d o s e - r e s p o n s e
w a s s e e n o v e r a d o s e r a n g e o f 5
- 4 5 m g /k g T A M . N o n e o f t h e a d d u c t s w e r e d e t e c t e d
i n o t h e r o r g a n s o f T A M - t r e a t e d a n im a l s o r i n a n y o r g a n s o f t h e c o n t r o l r a t s . T h e s e
fi n d i n g s w e r e c o n f i r m e d b y t h e r e s u l t s o f R a n d e r a t h e t a l . ( 19 94 ) a n d C a r t h e w
( 19 9 5 ) , a n d s u p p o r t e d t h e r e s u l t s o f H a n a n d L i e h r (1 9 9 2 ) . M o r e r e c e n t l y , t h e g r e a t e r
s e n s i t i v i t y o f A c c e l e r a t e d M a s s Sp e c t r o m e t r y h a s d e m o n s t r a t e d t h e i r r e v e r s i b l e
b i n d i n g o f [
' " ^C JT A M t o c e l l u l a r D N A a n d th e a s s o c i a t i o n o f t h e [
^ " ^
C ] l a b e l w i t h t h a t
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o f P - p o s t l a b e l l e d a d d u c t s p o t s (M a r t i n e t a l . 1 9 9 5 ) . T h i s s t u d y c o n c l u s i v e l y
d e m o n s t r a t e d b i n d i n g o f a n a c t i v e T A M m e t a b o l i t e t o D N A .
T h e r e i s a l s o e v i d e n c e t h a t m e t a b o l i t e s o f T A M
,
s p e c i f i c a l l y a -
h y dr o x y t a m o x i f e n , 4 - O H T A M , a n d (Z ) - l , 2 - d i p h e n y l - l - (3 - h y dr o x y p h e n y l )b u t - l - e n e
(M e t a b o l i t e E , F i g u r e 1 , V I I I ) c a n b e f u r t h e r m e t a b o l i z e d t o p r o d u c t s t h a t r e a c t w i t h
D N A , a n d th a t t h e m a j o r i t y o f a d du c t s f o r m e d a r e p r o d u c e d v i a t h e a -
h y d r o x y t a m o x i f e n p a t h w a y (M a r t i n e t a h , 1 9 9 5 , P h i l l i p s e t a h , 19 9 4 ) . T h e a -
h y d r o x y l s i t e o f t h i s m e t a b o l i t e c a n b e c o v a l e n t l y l i n k e d t o t h e e x o c y c l i c a m i n o g r o u p
o f d e o x y g u a n o s i n e a n d h a s b e e n i d e n t i f i e d i n r a t l i v e r c e l l s a s (E ) - a - (N
^
-
d e o x y g u a n o s i n y l ) - t a m o x i f e n (O s b o r n e e t a l . , 19 9 6 ; c i t e d b y Sm i th e t a l . , 2 0 0 0 , d a
C o s t a e t a l . , 2 0 0 0) . B o t h t h e E a n d Z i s o m e r s o f t h i s D N A a d d u c t w e r e d e t e c t e d i n
t h e e n d o m e t r i u m o f w o m a n t r e a t e d w i t h T A M a t l e v e l s o f 0 . 5 - 8 . 3 (E i s o m e r ) a n d 0 . 4 -
4 . 8 (Z i s o m e r ) a d d u c t s / 10 n u c l e o t i d e s . A d d u c t s w e r e d e t e c t e d i n s i x o f 13 p a t i e n t s
t e s t e d (Sh i b u t a n i e t a l , 1 9 9 9 ) . M e t a b o l i t e s f o r m i n g a d d u c t s o n t h e N
^
p o s i t i o n o f
d e o x y g u a n i n e h a v e b e e n h y p o th e s i z e d t o p r o d u c e a c h a r a c t e r i s t i c p 5 3 m u t a t i o n a l
s i g n a t u r e . A n e x c e s s o f G :C > A : T t r a n s i t i o n s a t n o n
- C p G s i t e s h a v e b e e n r e p o r t e d
a n d s u p p o r t a m e c h a n i s t i c m o d e l w h e r e b y T A M c a u s e s e n d o m e t r i a l c a n c e r b y
f o r m i n g D N A a d d u c t s w h i c h i n t u r n p r o du c e p o i n t m u t a t i o n s (We l s h e t a l . , 19 9 8 ,
a b s t r . ) .
M o o r t h y e t a l . ( 1 9 9 6 ) d e m o n s t r a t e d th a t i n m i c e , 4 - O H T A M i s a p r o x im a t e
m e t a b o h t e i n v o l v e d i n D N A a d d u c t f o r m a t i o n . T h i s m e t a b o l i t e i s s t r u c t u r a l l y s i m i l a r
t o d i e t h y l s t i l b e s t r o l (D E S ), a k n o w n g e n o t o x i c c a r c i n o g e n . D E S c o n t a i n s t w o
s t r u c t u r a l a l e r t s : a 4 - O H g r o u p a t t h e a r o m a t i c r i n g a n d th e s t i l b e n e d o u b l e b o n d
(H a sm a n n e t a l , 1 9 9 4 ) . F a n e t a l . (2 0 0 0 ) s u g g e s t e d t h a t 4 - O H T A M i s o x i d i z e d t o a n
e l e c t r o p h i l i c qu i n o n e m e th i d e a n d e x p e r im e n t a l l y p r o v e d th a t t h e q u i n o n e m e t h i d e
h a d th e p o t e n t i a l t o a l k y l a t e D N A a n d i n i t i a t e t h e g r o w t h o f t u m o r s . H o w e v e r , t h i s
g r o u p o b s e r v e d th a t q u i n o n e m e t h i d e s w e r e s l o w t o f o r m , w e r e r e m a r k a b l y s t a b l e ,
a n d h a d l o n g l i f e t im e s . T h e a u t h o r s c o n c l u d e d t h a t t h i s p a t h w a y i s n o t l i k e l y t o b e a
m e c h a n i sm f o r t h e c a r c i n o g e n i c i t y o f T A M b e c a u s e i f t h e q u i n o n e m e th i d e s w e r e
r e a c t i v e w i t h D N A
,
t h e y w o u l d n o t b e v e r y s t a b l e a n d t h e i r l i f e t im e s w o u l d b e s h o r t e r
t h a n o b s e r v e d .
A' - d e s m e th y l t a m o x i f e n c a n b e f u r t h e r m e t a b o l i z e d t o a - h y d r o x y - A ' - d e sm e th y l -
t a m o x i f e n (P o o n e t a l . , 1 9 9 3 , J a r m a n e t a l , 1 9 9 5 ; c i t e d b y B e l a n d e t a l . , 1 9 9 9 ) .
G i v e n t h e s t r u c t u r a l s im i l a r i t y t o t h e k n o w n p r o d u c e r o f D N A a d d u c t s , a -
h y d r o x y t a m o x i f e n , i t i s p l a u s i b l e t h a t t h i s m e t a b o l i t e c a n fo r m D N A a d d u c t s . I n
a d d i t i o n , A ^- d e s m e t h y l t am o x i f e n i s f o u n d a t h i g h t i s s u e a n d p l a sm a c o n c e n t r a t i o n s
(p l a sm a c o n c e n t r a t i o n s a r e tw o t im e s t h a t o f T A M ), w h i c h t h e o r e t i c a l l y m e a n s t h a t a
h i g h e r a m o u n t o f i t s a - h y dr o x y - m e t a b o l i t e w o u l d b e a v a i l a b l e t o r e a c t w i t h D N A .
R a j a n i em i e t a l . ( 19 9 8) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h i s a d d u c t i s p r o du c e d i n v i v o , a t
l e a s t i n t h e r a t l i v e r . A s u m m a r y o f t h e p r o p o s e d m e t a b o l i c a c t i v a t i o n p a th w a y s f o r
T A M i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 2 .
W h i t e e t a l . ( 19 92 ) r e p o r t e d t h a t T A M i n d u c e s u n s c h e d u l e d D N A s y n t h e s i s i n
r a t h e p a t o c y t e s , a n e f f e c t a t t r i b u t a b l e t o D N A r e p a i r m e c h a n i s m s , a n d t h e r e f o r e t o t h e
p r e s e n c e o f D N A d a m a g e . F u r t h e r e v i d e n c e f o r a g e n o t o x i c p o t e n t i a l i s t h e f i n d i n g
t h a t T A M p r o d u c e s c h r o m o s o m a l a b n o r m a l i t i e s , a s e v i d e n c e d b y a p o s i t i v e
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m i c r o n u c l e u s t e s t u s i n g c u l t u r e d M CL - 5 c e l l s (D e M a t t e i s e t a l . , 1 9 9 8 ) . M C L - 5 c e l l s
a r e l y m p h o b l a s t o i d c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h th e c D N A o f c e r t a i n h u m a n c y t o c hr o m e s
P 4 5 0 . I t w a s c o n c l u d e d th a t h u m a n C Y P e n z j o n e s c o u l d p r o du c e g e n o t o x i c
m e t a b o l i t e s , a t l e a s t u s i n g i n v i t r o c u l t u r e c o n d i t i o n s ( St y l e s e t a l . , 1 9 9 4 ) .
T h e r e a l d e b a t e i s w h e t h e r T A M i s g e n o t o x i c t o h u m a n t i s s u e s . E q u a l
n u m b e r s o f p u b l i s h e d d a t a s t a t e t h a t e i t h e r D N A a d du c t s h a v e b e e n d e t e c t e d i n
h u m a n t i s s u e s o f w o m e n t r e a t e d w i t h T A M (H e m m i n k i e t a l . , 1 9 9 6 , H e m m i n k i e t a l ,
1 9 9 7
,
S h i b u t a n i e t a l
,
1 9 9 9 ) o r h a v e n o t b e e n d e t e c t e d (P h i l l i p s e t a l , 1 9 9 6 ,
C a r m i c h a e l e t a l , 1 9 9 6 , C a r m i c h a e l e t a l , 1 9 9 9 , B a r t s c h e t a l , 2 0 0 0 ) . E v e n i f T A M
c a n p r o du c e D N A a d du c t s i n t h e h u m a n e n d o m e t r i u m , e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t t h e y
a r e p r o du c e d a t r a t e s a p p r o x im a t e l y 5 0 - f o l d l e s s t h a n t h e y a r e p r o d u c e d i n t h e r a t
l i v e r (Sw e n b e r g , 1 9 9 7 ) . So m e r e s e a r c h e r s h a v e c o n c lu d e d th a t t h e w e i g h t - o f -
e v i d e n c e s t r o n g l y s u g g e s t s t h a t i n h u m a n s . P h a s e I I m e t a b o l i s m c a n a d e qu a t e l y
d e t o x i f y a n y e l e c t r o p h i l i c m e t a b o l i t e s o f T A M . H u m a n h e p a t o c y t e s a p p e a r t o b e
a p p r o x im a t e l y 30 0 fo l d b e t t e r a b l e t o d e t o x i fy T A M D N A - r e a c t i v e m e t a b o l i t e s t h a n
r a t h e p a t o c y t e s (l A R C , 19 9 6 , Sw e n b e r g , 19 9 7 ) .
I t i s p o s s i b l e t h a t b o t h h o r m o n a l a n d n o n - h o r m o n a l m e c h a n i s m s i n t e r a c t t o
p r o d u c e t h e o b s e r v e d c a r c i n o g e n i c i t y o f T A M (M a r g i p l e s e t a l , 19 9 3 ; c i t e d b y
A h o t u p a e t a l , 19 9 4 ) . T u m o r s a r i s i n g t hr o u g h th e c l a s s i c a l i n i t i a t i o n /p r o m o t i o n
p a t h w a y a n d c o - c a r c i n o g e n i c i t y a t t r i b u t e s h a v e b e e n d i s c u s s e d p r e v i o u s l y . P a r t o f t h e
p r o m o t i n g e f f e c t m a y b e r e l a t e d t o t h e e s t r o g e n i c a g o n i s t i c e f f e c t s o f T A M .
A c c o r d i n g t o R u t q v i s t (1 9 9 6 ) , s u c h e s t r o g e n i c e f f e c t s m a y e x p l a i n t h e e a r l y e x c e s s o f
e n d o m e t r i a l c an c e r a s s o c i a t e d w i th T A M t h e r a p y t h a t h a s b e e n o b s e r v e d i n m a n y
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s t u d i e s . T h e t u m o r - i n i t i a t i n g e f f e c t s , r e l a t i n g t o t h e D N A - a d d u c t f o r m i n g a b i U t y o f
T A M , c o u l d a l s o c o n t r i b u t e t o a n e x c e s s o f e n d o m e t r i a l c a n c e r s , b u t t h e s e e f f e c t s
w o u l d n o t b e o b s e r v e d u n t i l t h e f o l l o w - u p t i m e i n m a n y e p i d e m i o l o g y s t u d i e s i s
s u f fi c i e n t l y e x t e n d e d .
S i n g l e C e l l G e l (C o m e t ) A s s a y R e v i e w
T h e Si n g l e - C e l l G e l (SC G ) E l e c t r o p h o r e t i c A s s a y , a l s o c a l l e d th e C o m e t
A s s a y d u e t o t h e f a c t t h a t t h e D N A m i g r a t i o n p a t t e r n s p r o d u c e d b y th e a s s a y
r e s e m b l e c o m e t s , w a s i n t r o du c e d i n 19 84 b y O s t Un g a n d Jo h a n s o n I n t h e i r
t e c h n i q u e , i r r a d i a t e d m u r i n e l y m p h o m a c e l l s w e r e em b e d d e d i n a g a r o s e a n d p l a c e d
o n a m i c r o s c o p e s l i d e , l y s e d w i t h h i g h s a l t s a n d d e t e r g e n t s , e l e c t r o p h o r e s e d u n d e r
n e u t r a l c o n d i t i o n s , s t a i n e d w i t h e t h i d i u m b r o m i d e (E t B r ) , a n d e x a m i n e d t o d e t e r m i n e
t h e e x t e n t o f D N A m i g r a t i o n (O s t l i n g a n d J o h a n s o n , 19 8 4 ) . C e l l s w i t h i n c r e a s e d
D N A d am a g e w e r e o b s e r v e d t o d i s p l a y i n c r e a s e d m i g r a t i o n f r o m t h e n u c l e u s t o w a r d s
t h e a n o d e o f t h e e l e c t r o p h o r e t i c u n i t . T h e n e u t r a l e l e c t r o p h o r e s i s t e c h n i q u e o f O s t l i n g
a n d J o h a n s o n o n l y d e t e c t s D SB , w h i c h l im i t s i t s u t i l i t y t o s t u di e s i n v o lv i n g r a di a t i o n
o r r a d i o m i m e t i c c h e m i c a l s (T i c e , 19 9 5 ) . S i n c e m a n y a g e n t s i n d u c e a S SB t o D SB
r a t i o o f 5 - 2 0 0 0 : 1 (B r a d l e y a n d K o h n [s i c ] , 1 9 7 9 ; c i t e d b y Si n g h e t a l . , 19 8 8 ) , t h e
c o n d i t i o n s e m p l o y e d b y O s t l i n g a n d J o h a n s o n s t i l l l a c k e d c o n s i d e r a b l e s e n s i t i v i t y f o r
d e t e c t i n g S S B s . T o i n c r e a s e t h e s e n s i t i v i t y a n d a p p l i c a b i l i t y o f t h e a s s a y , Si n g h a n d
c o - w o r k e r s d e v e l o p e d a n a l k a l i n e (p H > 13 ) v e r s i o n o f t h e a s s a y (S i n g h e t a l . , 1 9 8 8 ) ,
w h i c h e l im i n a t e d D N A s u p e r c o i l i n g a n d d e n a t u r e d th e d o u b l e - s t r a n d e d D N A t o
s i n g l e s t r a n d s . T h e a d d i t i o n o f t h e a l k a l i p e r m i t s a n e v a l u a t i o n o f D SB s , fr a n k SS B s ,
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S SB s a s s o c i a t e d w i t h i n c o m p l e t e e x c i s i o n r e p a i r s i t e s , a n d S SB s a s s o c i a t e d w i t h
a l k a h - l a b i l e s i t e s (s i t e s o n t h e D N A w h i c h c o n v e r t t o S SB s u n d e r h i g h p H c o n d i t i o n s ,
p o s s ib l y t h r o u g h th e c r e a t i o n o f a p u r i n i c o r a p 3a i m i d i n i c s i t e s ) . T h e a l k a l i n e v e r s i o n
o f t h e S C G A s s a y o f f e r s a n u m b e r o f a dv a n t a g e s i n c l u d i n g : ( 1 ) d e m o n s t r a t e d
s e n s i t i v i t y f o r l o w l e v e l s o f D N A d am a g e ; (2 ) v i r t u a l l y a n y e u k a r y o t i c c e l l t h a t c a n b e
o b t a i n e d a s a s i n g l e - c e l l s u s p e n s i o n c a n b e a s s e s s e d , r e g a r d l e s s o f p r o l i f e r a t i v e
a c t i v i t y ; (3 ) t h e r e qu i r e m e n t f o r o n l y a s m a l l n u m b e r o f c e l l s p e r s a m p l e (< 10 0 0 0 );
(4 ) r e s u l t s c a n b e o b t a i n e d a t a r e l a t i v e l y l o w c o s t a n d i n a r e l a t i v e l y s h o r t p e r i o d o f
t im e ; (5 ) t h e a b i l i t y t o c o n d u c t s t u d i e s u s i n g r e l a t i v e l y sm a l l a m o u n t s o f t e s t
s u b s t a n c e s ; (6 ) t h e f l e x i b i l i t y o f t h e a s s a y t o b e m o d i f i e d d e p e n d i n g u p o n t h e
e n d p o i n t , t e s t s y s t e m s , o r t e s t s u b s t a n c e ; (7 ) th e a b i l i t y t o c o l l e c t d a t a a t t h e l e v e l o f
t h e i n d i v i d u a l c e l l w h i c h a l l o w s f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f s e n s i t i v e s u b - p o p u l a t i o n s o f
c e l l s a n d th e u s e o f m o r e r o b u s t s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ; (8 ) th e a s s a y i s o n e o r tw o o r d e r s
o f m a g n i t u d e m o r e s e n s i t i v e t h a n t h e n e u t r a l v e r s i o n o f t h e a s s a y o r t h e m i l d - a l k a l i n e
(p H 1 2 . 3) v e r s i o n o f t h e a s s a y d e v e l o p e d b y O l i v e e t a l . ( 1 9 9 0 ) (T i c e e t a l , 2 0 0 0 ,
T i c e , 19 9 5 , F a i r b a im e t a l , 1 99 5 , M c K e l v e y - M a r t i n e t a l , 19 9 3 ) .
A l t h o u gh t h e S C G A s s a y m e th o d o l o g y u s e d b y d i f f e r e n t i n v e s t i g a t o r s v a r i e s
c o n s i d e r a b l y , t h e u n d e r l y i n g p r i n c i p l e s r e m a i n t h e s a m e . T h e m e th o d o l o g y o f S i n g h
e t a l ( 19 8 8 ) , w i t h s o m e m o d i f i c a t i o n s , i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 3 . T h i s f i g u r e a l s o
r e p r e s e n t s t h e m e t h o d o l o g y u s e d t o c o n d u c t t h e e x p e r im e n t s p r e s e n t e d i n t h i s
T e c h n i c a l R e p o r t . D u e t o t h e d i v e r s e m e t h o d o l o g i e s u s e d i n c o n d u c t i n g t h e S C G
A s s a y , t h e I n t e r n a t i o n a l Wo r k s h o p o n G e n o t o x i c i t y T e s t P r o c e d u r e s (I W G T P)
c o n v e n e d a n e x p e r t p a n e l i n 19 9 9 t o d e v e l o p g u i d e l i n e s f o r u s e i n t h e a s s a y , a s
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a p p l i e d t o g e n e t i c t o x i c o l o g y t e s t i n g s t u d i e s (T i c e e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e p a n e l d e f i n e d
m i n im a l s t a n d a r d s t o b e t t e r a l l o w c o m p a r i s o n o f i n t r a - a n d i n t e r - l a b o r a t o r y r e s u l t s
A t t e m p t s t o a d h e r e t o t h e s e s t a n d a r d s w e r e , w i t h s o m e e x c e p t i o n s , f o l l o w e d i n t h e
d e s i g n a n d c o n du c t o f m y e x p e r im e n t s . E v e n w i t h s t a n d a r d s , i t s t i l l m a y b e n e c e s s a r y
t o t a i l o r m e t h o d o l o g y t o t h e e x p e c t e d l e v e l o f d am a g e b e c a u s e t h e e x t e n t o f s t r a n d
b r e a k s w i l l v a r y d e p e n d i n g u p o n t h e a g e n t u s e d t o i n d u c e d a m a g e , t h e n a t u r e o f t h e
l e s i o n s p r o du c e d , t h e b i o l o g i c a l c o n d i t i o n s r e q u i r e d f o r t h e c e l l t y p e s u s e d , a n d th e
e x p o s u r e t im e (F a i r b a im e t a l , 1 9 9 5 ) .
T h e c o l l e c t i o n o f S CG A s s a y d a t a i s a l s o a s o u r c e o f v a r i a b i l i t y , a n d m a n y
p a r a m e t e r s o f D N A m i g r a t i o n h a v e b e e n u s e d t o e v a l u a t e l e v e l s o f D N A d a m a g e .
T h e p a r am e t e r m o s t c o m m o n l y u s e d i s t a i l l e n gt h (T L , o r t h e l e n gt h o f D N A
m ig r a t i o n ) , u s u a l l y e x p r e s s e d a s m i c r o m e t e r s (T i c e e t a l . , 2 0 0 0 ) . T L i s d i r e c t l y
r e l a t e d t o f r a gm e n t s i z e , a n d w o u l d b e e x p e c t e d t o b e p r o p o r t i o n a l t o t h e e x t e n t o f
D N A d a m a g e (T i c e , 1 9 9 5 ) . T h e c r i t e r i a u s e d t o d e f i n e t h e t r a i l i n g / l e a d i n g e d g e o f t h e
c o m e t ' h e a d ' h a s n o t b e e n s t a n d a r d i z e d a n d v a r i e s b y l a b o r a t o r y . S o m e i n v e s t i g a t o r s
m e a s u r e f r o m th e t r a i l i n g e d g e o f t h e c o m e t
'
h e a d
'
t o t h e e n d o f t h e c o m e t
'
t a i l
'
,
w h i l e o t h e r s m e a s u r e f r o m th e c e n t e r o f t h e c o m e t ' h e a d ' t o t h e e n d o f t h e c o m e t
'
t a i l
'
. O t h e r s h a v e m o d i f i e d th e T L p a r am e t e r t o r e p r e s e n t t h e r a t i o o f t h e l e n g t h t o
t h e w i d t h o f m i g r a t i o n (Jo s t a s e t a l . , 19 9 3 ) o r t h e w i d t h t o t h e l e n g th o f m i g r a t i o n
(F a i r b a i m e t a l . , 19 9 5 ) .
A s t h e u s e o f c o m p u t e r i z e d im a g e a n a l y s i s s y s t e m s t o c o l l e c t SC G A s s a y d a t a
i n c r e a s e s
,
t h e u s e o f m o r e s o p h i s t i c a t e d m e t r i c s s u c h a s t h e p e r c e n t a g e o f m i g r a t e d
D N A a n d t a i l m o m e n t (T M ) h a s i n c r e a s e d . T h e c o n c e p t o f T M w a s i n t r o d u c e d b y
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O l i v e e t a l . ( 1 9 9 0 ) , w h o d e f i n e d t h i s m e t r i c a s t h e p r o d u c t o f t h e g e o m e t ri c m e a n o f
t h e t a i l l e n g th a n d th e f l u o r e s c e n t i n t e n s i t y o f t h e D N A i n t h e t a i l . A s w i t h T L , o t h e r
v a ri a n t s o f t h i s d e ri v e d p a r a m e t e r h a v e s i n c e b e e n i n t r o d u c e d , i n d i c a t i n g t h e n e e d f o r
s p e c i f i c a t i o n o f t h e m e t h o d o l o g y w h e n p r e s e n t i n g r e s u l t s (R o s s e t a l . , 1 9 9 5 ) . T h e
I WG T P c o n c l u d e d t h a t p r e s e n t i n g o n l y t h e T M i n s t u d y r e p o r t s o r p u b l i c a t i o n s
p o t e n t i a l l y e l i m i n a t e s u s e f u l i n f o r m a t i o n o n t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e l e n g t h o f
m i g r a t i o n a n d t h e p e r c e n t a g e o f m i gr a t e d D N A (T i c e e t a l , 2 0 0 0 ) . E x a m p l e s o f t h e
v a ri o u s p e r m u t a t i o n s i n T L a n d T M , a s w e l l a s p e r c e n t o f D N A m ig r a t e d , a r e
p r e s e n t e d i n F i g u r e 4 .
O n e o f t h e m a j o r c o n f o u n d i n g v a ri a b l e s i n t h e SC G A s s a y i s c y t o t o x i c i t y .
F a i l u r e t o c o n d u c t c y t o t o x i c i t y a s s a y s c o n c u r r e n t w i t h th e SC G A s s a y m a y p r o d u c e
f a l s e p o s i t i v e r e s u l t s (A n d e r s o n e t a l . , 1 9 9 8 ) b e c a u s e D N A d e g r a d a t i o n i s a s s o c i a t e d
w i t h c e l l d e a t h . T h e IW G T P d i d n o t a r ri v e a t a c o n s e n s u s fo r t h e o p t im a l m e th o d (s )
t o e v a l u a t e c y t o t o x i c i t y , b u t t h e P a n e l d i d r e c o mm e n d t o a v o i d t e s t i n g d o s e s t h a t
d e c r e a s e v i a b i l i t y , c o m p a r e d t o t h e c o n c u r r e n t n e g at i v e c o n t r o l c u l t u r e s , b y m o r e t h a n
3 0% (T i c e e t a l . , 2 0 0 0 ) . A s s e s sm e n t o f m v i v o c y t o t o x i c i t y h a s d e p e n d e d p ri m a ri l y
u p o n d y e e x c l u s i o n t e c h n i q u e s (e . g . , t r y p a n b l u e ) , a l t h o u g h Sa s a k i e t a l . ( 19 9 7 ) u s e d
h i s t o p a t h o l o g y t o i d e n t i fy n e c r o s i s / a p o p t o s i s i n t i s s u e s o f t r e a t e d a n im a l s .
O th e r a s s a y s h a v e a l s o b e e n e m p l o y e d t o a s s e s s c j ^ o t o x i c i t y . A d u a l - s t a i n
v i a b i l i t y a s s a y (St r a u s s , 1 9 9 1) h a s b e e n u s e d b y a n u m b e r o f i n v e s t i g a t o r s . I n t h i s
t e c h n i q u e , a 1 : 1 s o l u t i o n o f 5 - 6 - c a r b o x y f l u o r e s c e i n d i a c e t a t e (C F D A ) a n d E tB r i s
i n c u b a t e d w i t h t r e a t e d c e l l s . L i v e c e l l s m e t a b o l i z e C FD A t o a f lu o r e s c e n t c o m p o u n d ,
t u r n i n g th e c y t o p l a sm g r e e n . T h e E t B r s t a i n s t h e n u c l e u s o f a n y c e l l w i t h a d a m a g e d
2 4
c e l l m em b r a n e r e d . T w o c l a s s e s o f c e l l s w i l l e x h i b i t a r e d n u c l e u s . D e a d c e l l s
e x h i b i t a r e d n u c l e u s o n l y , w h i l e
"
c o m p r o m i s e d
"
c e l l s w i l l e x h i b i t a r e d n u c l e u s a n d
a gr e e n c y t o p l a s m . C o m p r o m i s e d c e l l s a r e c l a s s i f i e d a s
" d e a d
"
f o r t h e p u r p o s e o f
a n a l y s i s .
T i c e e t a l . ( 19 9 8 ) u s e d a n e u t r a l di f fu s i o n a s s a y (V a s q u e z a n d T i c e , 1 9 9 7
a b s t r . ) a s a m e a s u r e o f t h e p r e s e n c e o f d e a d c e l l s . Th i s t e c h n i q u e d e t e c t s c e l l s w i t h
l o w m o l e c u l a r w e i g h t D N A t h a t i s i n d i c a t i v e o f a p o p t o s i s o r n e c r o s i s . I n t h i s
t e c h n i q u e , s l i d e s c o n t a i n i n g t r e a t e d c e l l s e m b e d d e d i n a g a r o s e a r e r e m o v e d fr o m t h e
l y s i s s o l u t i o n , t h e g e l r i n s e d fr e e fr o m r e s i d u a l l y s i n g s o l u t i o n , t h e D N A s t a i n e d , a n d
th e fr e q u e n c y o f c e l l s w i t h p a t t e r n s o f e x t r e m e D N A d i f fu s i o n a r e m e a s u r e d .
A c c o r d i n g t o T i c e e t a l . (2 0 0 0 ) , u n d e r t h e n e u t r a l , n o n - e l e c t r o p h o r e t i c c o n d i t i o n s o f
t h i s a s s a y , e x t e n s i v e D N A d i f fu s i o n c a n o n l y o c c u r i f t h e D N A i s o f v e r y l o w
m o l e c u l a r w e i g h t r e s u l t i n g fr o m e x t e n s i v e d e g r a d a t i o n d u e t o h i g h l e v e l s o f D SB s .
M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
D u e t o t h e h a z a r d o u s n a t u r e o f s o m e o f t h e c h e m i c a l s t e s t e d , p r o p e r h e a l t h a n d
s a f e t y m e a s u r e s w e r e u s e d . I n a d di t i o n , s i n c e h u m a n s am p l e s w e r e h a n d l e d , s t r i c t a s e p t i c
t e c h n i q u e a n d u n i v e r s a l p r e c a u t i o n s w e r e f o l l o w e d .
C h e m i c a l s
A l l c h e m i c a l s t e s t e d
,
i n c l u d i n g c o n t r o l a r t i c l e s , w e r e o b t a i n e d fr o m S i gm a -
A l d r i c h C h e m i c a l C o m p a n y (St L o u i s , M O ) . T A M (C A S R e g i s t r y N u m b e r [ R N ]
54 9 6 5 - 2 4 - 1 ) w a s o b t a i n e d a s t h e t r a n s i s o m e r (t h e s a m e c o m p o u n d u s e d
p h a r m a c o l o g i c a l l y ) a t a p u r i t y o f 9 9 . 7 % . 4 - O H T A M (C A S R N 6 80 4 7 - 0 6 - 3 ) w a s
o b t a i n e d a s t h e Z - i s o m e r (t h i s i s o m e r h a s b e e n r e p o r t e d t o b e t h e a c t i v e f o r m o f t h i s
c o m p o u n d) a t a p u r i t y o f a t l e a s t 9 8 % . 4 - O H T A M w a s s e l e c t e d b e c a u s e e v i d e n c e
s u g g e s t s t h a t i t c a n b e f u r t h e r m e t a b o l i z e d t o c o m p o u n d s t h a t i n t e r a c t w i t h D N A .
M o r e p r a c t i c a l l y , 4 - O H T A M w a s th e o n l y m e t a b o l i t e o f T A M th a t c o u l d b e o b t a i n e d
c o m m e r c i a l l y . B o t h T A M a n d 4 - O H T A M w e r e r e c e i v e d w i t h c e r t i f i c a t e s o f a n a l y s i s
(n o t p r e s e n t e d ) . T h e p o s i t i v e c o n t r o l s w e r e b e n z o [a ] p y r e n e [B a P ] (C A S R N 5 0 - 3 2 - 8 )
a n d e t h y l m e th a n e s u l f o n a t e [E M S ] (C A S R N 62 - 5 0 - 0 ) fo r SC G A s s a y s c o n d u c t e d
w i t h a n d w i th o u t e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , r e sp e c t i v e l y . T h e s o l v e n t f o r a l l
c h e m i c a l s t e s t e d e x c e p t E M S w a s d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ) . D M SO w a s a l s o
u s e d a s t h e s o l v e n t c o n t r o l . E M S w a s d i s s o l v e d i n s e r u m - fr e e R P M I - 1 6 4 0 m e d i u m
(R P M I , G i b c o - B R L , G r a n d I s l a n d , N Y ) . E a c h c o m p o u n d w a s t e s t e d a t a fi n a l s o l v e n t
c o n c e n fr a t i o n i n c u l t u r e m e d i u m o f 1% . C o n c e n t r a t i o n s o f t h e t e s t a r t i c l e s w e r e
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b a s e d o n t h e h i gh e s t d o s e t h a t d i d n o t i n du c e e x c e s s i v e t o x i c i t y (T A M ) o r t h e h i g h e s t
d o s e t h a t w e n t i n t o s o l u t i o n w i t h o u t p r e c i p i t a t i o n (4 - O H T A M ). T h e d o s e r a n g e s f o r
b o t h c o m p o u n d s i n c l u d e d l e v e l s t y p i c a l l y f o u n d i n t h e c i r c u l a t i o n o f b r e a s t c a n c e r
p a t i e n t s t a k i n g T A M (M u r p h y e t a l . , 1 9 8 7 ; c i t e d b y l A R C , 19 9 6 ) . T h e c o n c e n t r a t i o n s
o f T A M u s e d w e r e 1 , 10 , 2 0 , 4 0 , a n d 5 0 [j ,g /m L (c o r r e s p o n d i n g t o 1 . 8 , 1 7 . 7 , 3 5 , 5 ,
7 1 . 0
,
8 8 . 7 )a M , r e s p e c t i v e l y ) , a n d t h e c o n c e n t r a t i o n l e v e l s f o r 4 - O H T A M w e r e 3 , 3 0 ,
6 0
,
1 2 0 , 3 6 0 , a n d 10 0 0 n g/ m L (c o r r e s p o n d i n g t o 7 . 5, 7 5 , 1 50 , 3 0 0 , 9 0 0 , a n d 2 5 0 0
n M , r e s p e c t i v e l y ) . T h e c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e p o s i t i v e c o n t r o l t e s t a r t i c l e s w e r e
s e l e c t e d b a s e d o n p u b l i s h e d v a l u e s u s e d i n t h e a l k a l i n e S C G A s s a y (W a n g a n d Q i a n ,
19 9 7
,
F r e n z i Ui e t a l . , 2 0 0 0 ) .
C e l l s
H u m a n l e u k o c y t e s w e r e s e l e c t e d a s t h e t e s t s y s t em d u e t o t h e f a c t t h e y c a n b e
u s e d im m e d i a t e l y a ft e r c o l l e c t i o n a n d w i t h o u t t h e n e e d fo r c u l t u r i n g , a n d t h e i r
d e m o n s t r a t e d s e n s i t i v i t y w h e n u s e d i n t h e a l k a l i n e S C G A s s a y (V ij a y a l a x a m i e t a l . ,
19 9 3 , F r e n z i U i e t a l . , 2 0 0 0 ) . B l o o d w a s c o l l e c t e d im m e d i a t e l y p r i o r t o e x p o s u r e fr o m
a h e a l t h y , n o n - s m o k i n g f e m a l e w h o h a d n o t t a k e p r e s c r i p t i o n m e d i c a t i o n o r h a d
e x p e r i e n c e d a r a d i o l o g i c a l e x a m i n a t i o n w i t h i n t h r e e m o n th s o f d o n a t i o n . B l o o d w a s
o b t a i n e d v i a f i n g e r p r i c k o r v e n i p u n c t u r e i n a t u b e c o a t e d w i th s o d i u m h e p a r i n t o
p r e v e n t c l o t t i n g .
M e t a b o l i c A c t i v a t i o n
R a t l i v e r S9 w a s p u r c h a s e d fr o m M o l e c u l a r T o x i c o l o g y , I n c . (B o o n e , N C ),
a n d p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d o f M a r o n a n d A m e s ( 19 8 3 ) . I n t h i s m e th o d ,
Sp r a g u e - D a w l e y r a t s w e r e p r e t r e a t e d w i t h A r o c h l o r 12 5 4 (5 0 0 m g/k g , i . p . ) a n d th e
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p o s t
- m i t o c h o n d ri a l s u p e rn a t a n t o f t h e l i v e r c o l l e c t e d . T h e p r o t e i n c o n t e n t o f t h e S 9
w a s d e t e r m i n e d t o b e 4 5 . 8 m g /m L . T h e S 9 u n d e r w e n t Qu a l i t y C o n t r o l A n a l y s i s t h a t
i n c l u d e d t e s t s f o r t h e i n d u c t i o n o f v a r i o u s c y t o c h r o m e P 4 5 0 i s o z j o n e s . A P r o d u c t i o n
C e r t i f i c a t e w a s r e c e i v e d w i t h th e s a m p l e s .
U s i n g a m e t h o d o l o g y s im i l a r t o t h a t o f H a k u r a e t a l . ( 1 9 9 9 ) , h u m a n S 9
(M o l e c u l a r T o x i c o l o g y , I n c . ) w a s p r e p a r e d f r o m th e fr o z e n l i v e r s o f t w o h u m a n
s u bj e c t s (s e x e s n o t s p e c i f i e d ) T h e p r o t e i n c o n t e n t o f t h e p o o l e d s a m p l e w a s n o t
a n a l y z e d , b u t a s s u m e d t o a p p r o x im a t e t h e v a l u e s o f t h e s a m p l e s g e n e r a t e d b y H a k u r a
e t a l . ( 1 9 9 9 ) t h a t r a n g e d f r o m 12 - 2 6 m g /m L (D r . J o h n R u n d e l l , M o l e c u l a r
T o x i c o l o g y , I n c . , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .
B o t h h u m a n a n d r a t S 9 p r e p a r a t i o n s w e r e r e c e i v e d o n d r y i c e fr o m M o l e c u l a r
T o x i c o l o g y , I n c . (B o o n e , N C ) . S9 w a s s t o r e d a t - 70
°
C u n t i l u s e . I m m e di a t e l y p r i o r
t o u s e , v i a l s o f S 9 w e r e t h a w e d q u i c k l y i n a 3 7
° C w a t e r b a t h a n d t h e n k e p t a t 4
° C
u n t i l u s e . T h e c o f a c t o r m i x o f b o t h S 9 p r e p a r a t i o n s w a s i d e n t i c a l a n d c o n s i s t e d o f 4 . 5
m g i s o c i t r a t e a n d 2 . 4 m g N A D P p e r 1 . 0 m L o f fi n a l S 9 m i x . T o c o m p e n s a t e f o r t h e
tw o - f o l d l o w e r p r o t e i n c o n t e n t o f t h e h u m a n l i v e r S 9 , t h e fi n a l h u m a n S 9 m i x
c o n t a i n e d 2 0% S9 (0 . 2 m L / 1 . 0 m L o f m i x ) c o m p a r e d t o t h e 10% S9 c o n t e n t i n t h e
fi n a l r a t S9 m i x (0 . 1 m L / 1 . 0 m L o f m i x ) . E a c h S 9 m i x w a s p r e p a r e d b y a d d i n g t h e
c o f a c t o r s a n d S9 p r e p a r a t i o n t o R P M I m e d i u m , a dj u s t i n g t h e p H t o 7 . 0 (a s i n d i c a t e d
b y th e p h e n o l r e d i n d i c a t o r o f t h e m e d i u m ) , a n d fi l t e r s t e r i l i z i n g t h e m i x u s i n g a 0 . 2 2
|a m fi l t e r . T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f S 9 i n t h e c u l t u r e s t e s t e d w a s e i t h e r 2 % (R a t S9 )
o r 4 % (H u m a n S9 ) .
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A l k a l i n e S C G A s s a y a n d V i a b i l i ty A s s a y s
T h e a l k a l in e (p H > 1 3) SC G A s s a y w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d o f
S i n g h e t a l . ( 1 9 8 8 ) , w i t h s o m e m o di f i c a t i o n s . A t o t a l o f f o u r e x p e r i m e n t s w e r e
c o n d u c t e d : E x p . 1 (T A M i n th e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ) , E x p . 2 (4 - O H T A M
i n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ) , E x p . 3 (T A M i n t h e p r e s e n c e o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n ) , E x p . 4 (4 - O H T A M i n t h e p r e s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ) . A l l
e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d u n d e r y e l l o w l i gh t s t o p r e v e n t a d d i t i o n a l D N A d a m a g e .
F o r e a c h c u lt u r e
,
3 0 |J .L o f w h o l e b l o o d w a s a d d e d t o 7 6 0 ^ i L R P M I m e d i u m .
A n a d d i t i o n a l 2 0 0 |j L o f e i t h e r S 9 m i x o r R P M I m e d i u m w a s a d d e d , d e p e n d i n g u p o n
th e n a t u r e o f t h e e x p e r i m e n t . F in a l l y , 1 0 i^ L o f e a c h t e s t a r t i c l e a t t h e a p p r o p ri a t e
c o n c e n t r a t i o n w a s a d d e d t o e a c h c u l t u r e , b ri n g i n g th e fi n a l c u l t u r e v o l u m e t o 1 m L .
E a c h c o n c e n t r a t i o n l e v e l c o n s i s t e d o f tw o r e p l i c a t e c u l t u r e s .
C e l l s w e r e i n c u b a t e d f o r t h r e e h o u r s a t 3 7 ± 1
° C i n a 5 ± 1% C O 2 i n c u b a t o r .
A p p r o x im a t e l y e v e r y h o u r t h r o u g h o u t t h e t r e a tm e n t p e ri o d , t h e c u l t u r e s w e r e i n v e rt e d
t o a v o i d c e l l s s e t t l i n g , p o t e n t i a l l y l e a d i n g t o u n e v e n e x p o s u r e t o t h e t e s t a rt i c l e . A t
t h e e n d o f t h e e x p o s u r e p e ri o d , t h e c e l l s w e r e w a s h e d t hr e e t im e s w i t h p h o s p h a t e
b u f f e r e d s a l i n e (P B S , p H 7 . 4 ) a n d r e - s u s p e n d e d i n 1 m L R PM I m e d i u m . A n a Uq u o t
o f 2 0 0 la L w a s r e m o v e d fo r t h e C F D A - E t B r D u a l St a i n V i a b i l i t y A s s a y . F i ft y (5 0 )
)j ,L o f t h e d u a l s t a i n (C F D A , M o l e c u l a r Pr o b e s , E u g e n e , O R ; e t h i d i u m b r o m i d e ,
S i g m a - A l d ri c h C h e m i c a l C o m p a n y ) w a s a d d e d t o t h e a l i q u o t a n d t h e m i x t u r e w a s
i n c u b a t e d fo r fi v e m in u t e s a t 3 7 ° C . A ft e r t h e i n c u b a t i o n
,
t h e c e l l s w e r e w a s h e d t w i c e
w i t h P B S b y c e n t ri fi i g a t i o n a n d th e c e l l p e l l e t w a s r e - s u s p e n d e d i n a p p r o x im a t e l y 4 0
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|j ,L o f s u p e rn a t a n t . T h e s u s p e n s i o n w a s t r a n s f e r r e d o n t o a c l e a r , c o n v e n t i o n a l
m i c r o s c o p e s l i d e a n d c o v e r e d w i t h a 2 2 x 2 2 m m c o v e r s l i p . U s i n g a 5 15 n m e m i s s i o n
f i l t e r a n d a 4 5 0 - 4 9 9 n m e x c i t a t i o n f i l t e r (b l u e e m i s s i o n l i g h t ) o n a f lu o r e s c e n t
m i c r o s c o p e (L e i t z W i l d G r o u p , W e t z l a r , G e r m a n y ) , 1 0 0 c e l l s fr o m e a c h c u l t u r e w e r e
s c o r e d a n d c l a s s i fi e d a s e i t h e r v i a b l e , c o m p r o m i s e d , o r d e a d . A d e c r e a s e i n t h e
p e r c e n t a g e o f v i a b l e c e l l s (c o m p a r e d t o c o n t r o l ) o f > 3 0% w a s c o n s i d e r e d e x c e s s i v e
c y t o t o x i c i t y , a n d a n y r e s u l t s o b t a i n e d i n t h e S C G a s s a y w e r e a t t r i b u t e d t o c y t o t o x i c i t y
r a t h e r t h a n g e n o t o x i c i t y .
T h e r e m a i n i n g c e l l s n o t u s e d i n t h e v i a b i l i t y a s s a y w e r e c e n t r i f u g e d a n d r e -
s u s p e n d e d i n 3 7 5 |j .L o f 0 . 5 % l o w m e l t i n g p o i n t a g a r o s e (L M A ) e q u i l i b r a t e d t o 3 7
° C .
Se v e n t y - fi v e (7 5 ) fi L o f t h e L M A / c e l l s u s p e n s i o n (t o a c h i e v e a p p r o x im a t e l y 5 0 0 0
c e l l s / s l i d e o r g e n e r a l l y l e s s t h a n 1 c e l l / fi e l d a t 2 5 OX m a g n i fi c a t i o n ) w a s a d d e d t o a
d r y , c o n v e n t i o n a l m i c r o s c o p e s l i d e t h a t w a s p r e - d i p p e d i n 1 % n o r m a l m e l t i n g a g a r o s e
(b a s e d o n t h e m e t h o d o f K l a u d e e t a l . , 1 9 9 6 ) . A l l a g a r o s e s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d i n
C a
^ ^
- M g
^ ^
- fr e e P B S . T h e s l i d e w a s im m e d i a t e l y c o v e r e d w i t h a 2 4 x 5 0 m m c o v e r s l i p
a n d p l a c e d o n a t r a y c o o l e d b y i c e t o a l l o w th e g e l t o s o l i d i fy . O n c e t h e g e l w a s
s o l i d i fi e d , t h e c o v e r s l ip w a s g e n t l y r e m o v e d , a n o t h e r 7 5 |^ L o f 0 . 5% L M A w a s
l a y e r e d o n t o t h e s l i d e , t h e c o v e r s l i p a g a i n p l a c e d o v e r t h e g e l , a n d t h e s l i d e s k e p t o n
i c e o r a t 4
°
C u n t i l a l l s l i d e s w e r e p r e p a r e d . F i v e s l i d e s w e r e p r e p a r e d p e r c u l t u r e .
Sl i d e s w e r e im m e r s e d i n c o l d , f r e s h l y p r e p a r e d l y s i s s o l u ti o n (2 . 5 M N a C l , 10 0 m M
N a a E D T A , 1 0 mM T r i s - H C l , 1 % T r i t o n - X , a n d 10 % D M SO [D M SO w a s a d d e d t o
p r e v e n t l i p i d p e r o x i d a t i o n p r o du c t s o r F e n t o n R e a c t i o n p r o d u c t s a s s o c i a t e d w i t h t h e
3 0
r e l e a s e o f i r o n f r o m e r y t h r o c y t e s d u r i n g l y s i s (T i c e , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n )] , p H
10 ) a n d p l a c e d a t 4
°
C f o r 6 0 m i n u t e s .
A ft e r o n e h o u r i n l y s i s , a s i n g l e s l i d e fr o m e a c h c u l t u r e w a s r e m o v e d fo r t h e
N e u t r a l D i f f ii s i o n A s s a y (V a s q u e z a n d T i c e , 1 9 9 7 ) . T h e s l i d e s w e r e r i n s e d t h r e e
t im e s ( f i v e m i n u t e s e a c h t i m e ) w i t h 0 . 4 M T r i s - H C l (N e u t r a l i z a t i o n B u f f e r , p H 7 . 5 )
a n d t h e n im m e r s e d i n i c e - c o l d 10 0 % e t h a n o l f o r fi x a t i o n . I m m e d i a t e l y p r i o r t o
s c o r i n g , t h e s l i d e s w e r e s t a i n e d w i t h SY B R
'
'
"
'^ G r e e n I (M o l e c u l a r P r o b e s ) a n d 10 0
c e l l s w e r e s c o r e d u s i n g a f l u o r e s c e n t m i c r o s c o p e (L e i t z ) . C e l l s w e r e c l a s s i fi e d
a c c o r d i n g t o o n e o f t h e f o l l o w i n g 4 c a t e g o r i e s : T y p e I (c o n d e n s e d D N A w i th n o
d i f f u s i o n ) , T y p e I I (c o n d e n s e d D N A w i t h s l i gh t d i f f u s i o n ) . T y p e I I I (d i f f u s e D N A
w i t h s l i g h t c o n d e n s a t i o n ) , o r T y p e I V (d i f f u s e D N A w i th n o c o n d e n s a t i o n ) . T y p e I
a n d I I c e l l s w e r e g r o u p e d t o g e t h e r f o r a n a l y s i s a n d t h e i r D N A c o n s i d e r e d t o b e
" h i gh
m o l e c u l a r w e i gh t
"
(v i a b l e c e l l s ) ; T y p e I I I a n d IV c e l l w e r e a l s o g r o u p e d t o g e t h e r a n d
th e i r D N A c o n s i d e r e d t o b e
" l o w m o l e c u l a r w e i g h t
"
(a p o p t o t i c /n e c r o t i c c e l l s ) . T h e
s a m e c r i t e r i a f o r c y t o t o x i c i t y i n t h e D u a l - St a i n V i a b i l i t y A s s a y w e r e a p p l i e d t o t h i s
a s s a y
T h e r e m a i n i n g f o u r s l i d e s f r o m e a c h c u l t u r e r e m a i n e d i n l y s i s o v e r n i g h t . T h e
n e x t d a y , a t l e a s t t w o s l i d e s fr o m e a c h c u l t u r e w e r e r e m o v e d fr o m l y s i s a n d
n e u t r a l i z e d w i t h N e u t r a l i z a t i o n B u f f e r t h r e e ti m e s f o r fi v e m i n u t e s e a c h t im e . T h e
s l i d e s w e r e t h e n p l a c e d l e n g th w i s e o n t h e c e n t e r , r a i s e d p o r t i o n o f a h o r i z o n t a l , r e ¬
c i r c u l a t i n g g e l b o x (m a x im u m n u m b e r o f s l i d e s e l e c t r o p h o r e s e d i n e a c h b o x w a s 3 2 )
N e x t , t h e s l i d e s w e r e c o v e r e d w i t h f r e s h l y p r e p a r e d E l e c t r o p h o r e s i s B u f f e r (3 0 0 m M
N a O H , 1 m M N a i E D T A , p H > 13 ) a n d a l l o w e d t o s i t i n t h i s b u f f e r f o r 4 0 m i n u t e s t o
3 1
a l l o w f o r D N A u n w i n d i n g a n d e x p r e s s i o n o f a l k a l i - l a b i l e s i t e s a s S SB s . T h e D N A o n
th e s l i d e s w a s e l e c t r o p h o r e s e d a t 2 5 V (0 . 9 V /c m ) a n d 3 0 0 mA f o r 4 0 m i n u t e s u s i n g a
c o m p a c t p o w e r s u p p l y (I n t e r n a t i o n a l B i o t e c hn o l o g i e s I n c . , N ew H a v e n , C T ) . A ft e r
e l e c t r o p h o r e s i s , t h e s l i d e s w e r e g e n t l y l i ft e d f r o m t h e g e l b o x a n d p l a c e d o n a t r a y
w h e r e t h e y w e r e c o a t e d th r e e t im e s (f i v e m i n u t e s e a c h t i m e ) w i t h N e u t r a l i z a t i o n
B u f f e r . T h e s l i d e s w e r e t h e n fi x e d b y im m e r s i o n i n i c e - c o l d 10 0% e th a n o l a n d
a l l o w e d t o a i r - d r y u n t i l s c o r e d (G u r u g u n t a e t a h , 19 9 6 ) . I n m i e d i a t e l y p r i o r t o
s c o r i n g , t h e s l i d e s w e r e s t a i n e d w i th SY B R
'
^ ' ^ G r e e n I .
I m a g e A n a ly s i s
F i ft y c e l l s fi
"
o m e a c h s l i d e w e r e e x a m i n e d ; w i t h tw o s l i d e s s c o r e d p e r c u l t u r e
( 10 0 c e l l s t o t a l ) . E a c h c o n c e n t r a t i o n l e v e l c o n s i s t e d o f tw o c u l t u r e s (w i t h th e
e x c e p t i o n o f t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n o f 4 - O H T A M i n th e + S 9 a s s a y s , w h i c h o n l y
h a d o n e c u l t u r e / c o n c e n t r a t i o n l e v e l ) . F o r v i s u a l i z a t i o n o f D N A d a m a g e , o b s e r v a t i o n s
w e r e m a d e o f t h e fl u o r o c hr o m e - s t a i n e d D N A u s i n g a 2 5X o bj e c t i v e o n a f l u o r e s c e n t
m i c r o s c o p e (L e i t z ) . T h e m i c r o s c o p e w a s l i n k e d t o a c a l i b r a t e d i m a g e a n a l y s i s s y s t e m
(K o m e t S o f tw a r e , V e r s i o n 4 . 0 , K i n e t i c I m a g i n g L td . , L i v e r p o o l , U K ) v i a a C C D
c a m e r a . O v e r 3 0 p a r a m e t e r s o f e a c h im a g e w e r e m e a s u r e d o r d e r i v e d , a n d t h e
f o l l o w i n g p a r am e t e r s w e r e p r e s e n t e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t : T L , t h e p e r c e n t o f D N A
m i g r a t e d (% D N A ), a n d T M (d e r i v e d fi
-
o m A s h b y e t a l . , 1 9 9 5 , w h e r e t h e fr a c t i o n o f
D N A m i g r a t e d i s m u l t i p h e d t o t h e l e n g th o f m i g r a t i o n ) .
St a t i s t i c a l A n a ly s i s
S t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s a t t h e l e v e l o f i n di v i d u a l c u l t u r e . T h e s i g n i fi c a n c e
l e v e l u s e d w a s ; 7< 0 . 0 5 . T o a c c o u n t f o r m u l t i p l e c o m p a r i s o n s , a m o d i fi e d B o n f e r r o n i
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c o r r e c t i o n w a s a p p l i e d . T r e n d t e s t d a t a a n d p a i r w i s e c o m p a r i s o n s w e r e c o n s i d e r e d
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a t j !? < 0 . 0 2 5 a n d / ' < 0 . 0 1 , r e s p e c t i v e l y .
T h e e f fe c t o f c h e m i c a l t r e a t m e n t o n T M w a s a n a l y z e d a g a i n s t t h e c o n c u r r e n t
s o l v e n t c o n t r o l c u l t u r e s u s i n g a o n e - t a i l e d p a i r w i s e s t u d e n t
'
s t - t e s t . T h i s t e s t w a s
c h o s e n d u e t o t h e c o n t i n u o u s n a t u r e o f t h e d a t a , w h i l e t h e t e s t w a s o n e - t a i l e d d u e t o
t h e e x p e c t a t i o n t h a t o n l y a n i n c r e a s e i n D N A m i g r a t i o n w o u l d b e i n d u c e d . T o
d e t e r m i n e t h e e x t e n t o f i n t e r c e l l u l a r h e t e r o g e n e i t y w i t h i n e a c h d a t a s e t , t h e d i s p e r s i o n
c o e f fi c i e n t H , w h e r e H i s t h e r a t i o o f t h e s a m p l e v a r i a n c e t o t h e s a m p l e m e a n , w a s
u s e d (T i c e e t a l , 1 99 2 ) . T h e e f f e c t o f c h e m i c a l t r e a tm e n t o n H w a s a n a l y z e d a g a i n s t
t h e c o n c u r r e n t s o l v e n t c o n t r o l c u l t u r e s u s i n g a o n e - t a i l e d p a i r w i s e s t u d e n t
'
s t - t e s t .
D o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p s w e r e d e t e r m i n e d b y a o n e - t a i l e d l i n e a r r e g r e s s i o n
t r e n d t e s t . A l l s t a t i s t i c s w e r e g e n e r a t e d b y St a tM o s t s o ft w a r e (V e r s i o n 3 . 5 , D a t a x i o m
So ft w a r e I n c . , L o s A n g e l e s , CA ) . E x p e r im e n t s w e r e c o n s i d e r e d s t a t i s t i c a l l y p o s i t i v e
i f b o t h t h e t r e n d t e s t a n d a t l e a s t o n e c o n c e n t r a t i o n l e v e l w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
i n r e g a r d s t o e i t h e r T M o r T M - H . I f o n l y o n e o f t h e s e t e s t s o f T M o r T M - H w e r e
s i g n i fi c a n t , t h e e x p e r im e n t w a s c o n s i d e r e d s t a t i s t i c a l l y e q u i v o c a l . A s t a t i s t i c a l l y
n e g a t i v e e x p e r im e n t w a s d e fi n e d a s h a v i n g b o t h th e t r e n d t e s t a n d p a i r w i s e
c o m p a r i s o n s o f T M a n d T M - H p r o d u c i n g n o n - s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t r e s u l t s .
B i o l o g i c a l r e l e v a n c e w a s c o n s i d e r e d b e f o r e m a k i n g a d e t e r m i n a ti o n o f w h e th e r a n
e x p e r im e n t w a s p o s i t i v e , e q u i v o c a l , o r n e g a t i v e .
R E S U L T S
V ia b i l i ty /L M W D a t a
T h e m e a n p e r c e n t v i a b l e c e l l s a n d t h e p e r c e n t o f c e l l s e x h i b i t i n g L M W D N A
i n e x p e ri m e n t s c o n d u c t e d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( - 8 9 ) o r w i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n (+ S 9 ) a r e g r a p h i c a l l y p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 a n d 6 , r e s p e c t i v e l y . I n a l l
e x p e ri m e n t s a n d a t a l l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d , a t l e a s t 9 0% v i a b i l i t y w a s o b s e r v e d a s
m e a s u r e d b y t h e D u a l - St a i n V i a b i l i t y A s s a y . T A M - t r e a t e d c e l l s , i n c u b a t e d w i t h
e i t h e r r a t l i v e r S9 (T AM [R a t S9 ] ) o r h u m a n l i v e r S9 (T A M [H u m a n S9 ] ) , e x h i b i t e d a
s l i g h t d e c r e a s e i n v i a b i l i t y w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n . N o o t h e r r e l a t i o n s h i p s
b e t w e e n m e a n p e r c e n t v i a b l e c e l l s a n d c h e m i c a l / c o n c e n t r a t i o n / S9 - t y p e w e r e p r e s e n t
i n t h e o t h e r e x p e ri m e n t s .
T h e N e u t r a l D i f f u s i o n A s s a y p r o v e d t o b e a m o r e s e n s i t i v e m e a s u r e o f
c y t o t o x i c i t y . I n e x p e ri m e n t s c o n d u c t e d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t iv a t i o n , T A M - t r e a t e d
c e l l s (T A M [ - S 9 ] ) s h o w e d a n i n c r e a s e i n L M W D N A w i th i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n ,
a l t h o u g h th e i n c r e a s e w a s s l i gh t a n d n o s i n g l e c o n c e n t r a t i o n e x h i b i t e d a l e v e l o f m e a n
p e r c e n t L M W D N A o v e r 10% . 4 - O H T A M - t r e a t e d c e l l s (4 - O H T A M [ - S 9 ]) d i d n o t
s h o w a n i n c r e a s e i n L M W D N A . C e l l s t r e a t e d w i t h E M S i n d u c e d 1 9 . 5% a n d 2 8 %
L M W D N A i n t h e s e e x p e ri m e n t s . A c l e a r c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n t h e
p e r c e n t o f L M W D N A w a s o b s e r v e d i n T A M [R a t S9 ] - t r e a t e d c e l l s . T A M , a t 5 0
/ ^ g /m L , i n du c e d a m e a n p e r c e n t L M W D N A o f 4 6 % , i n d i c a t i v e o f e x c e s s i v e
c y t o t o x i c i t y . N o a p p r e c i a b l e i n c r e a s e i n L M W D N A w a s o b s e r v e d i n T A M [H u m a n
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S 9 ] - t r e a t e d c e l l s o r i n 4 - O H T A M - t r e a t e d c e l l s i n c u b a t e d w i th r a t l i v e r S 9 (4 - O H
T A M [R a t S 9 ]) . 4 - O H T A M , w h e n i n c u b a t e d w i th h u m a n l i v e r S 9 (4 - O H T A M
[H u m a n S9 ] ) , i n d u c e d 2 0% c y t o t o x i c i t y a t a l l c o n c e n t r a t i o n s a b o v e 12 0 n g /m L .
A l k a l i n e S C G A s s a y
D a t a o n D N A m i g r a t i o n i n i n d i v i du a l c u l t u r e s , a s m e a s i x r e d b y t h e p e r c e n t
m i g r a t e d D N A , t a i l l e n g th , a n d t a i l m o m e n t , a r e p r e s e n t e d i n A p p e n d i c e s 1 - 6 .
Su m m a r y d a t a f o r e a c h e x p e ri m e n t , i n c l u d i n g s t a t i s t i c a l r e s u l t s , a r e p r e s e n t e d i n
T a b l e s 2 - 4 . T h e i n t e r c e l l u l a r di s t ri b u t i o n o f T M a t e a c h c o n c e n t r a t i o n i s p r e s e n t e d i n
F i g u r e s 7 - 9 . D o s e - r e s p o n s e d a t a o f T M a n d T M - H a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 10 a n d
1 1. T a i l l e n g t h v e r s u s t h e p e r c e n t m i g r a t e d D N A i s p l o t t e d i n F i g u r e 1 2 .
T A M [ - S 9 ] (T a b l e 2 a n d A p p e n d i x 1) d i d n o t i n d u c e a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
c o n c e n t r a t i o n - r e l a t e d i n c r e a s e i n T M (p = 0 . 5 7 6 ) o r T M - H (p = 0 . 3 7 1) (g r a p h i c a l l y
r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 10 ) . A t a l l c o n c e n t r a t i o n s , o v e r 8 0% o f T A M - t r e a t e d c e l l s
e x h i b i t e d a T M o f l e s s t h a n 2 0 (F i g u r e 7) . H o w e v e r , a t t h e s e s am e c o n c e n t r a t i o n s ,
T M d i s p e r s i o n w a s g r e a t l y i n c r e a s e d . T h e d i s p e r s i o n c o e f fi c i e n t ( a m e a s u r e o f c e l l -
t o - c e l l h e t e r o g e n e i t y ) w a s a t l e a s t f o u r t im e s t h e s o lv e n t c o n t r o l m e a n v a l u e , w i t h
T A M (2 0 / / g/ m L ) e x h i b i t i n g a d i s p e r s i o n c o e f fi c i e n t a lm o s t 12 t im e s gr e a t e r t h a n t h e
s o l v e n t c o n t r o l . T h e i n c r e a s e i n h e t e r o g e n e i t y w a s s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a t 1 a n d 5 0
/^ g /m L o n l y (p = 0 . 0 0 5 a n d 0 . 0 0 4 , r e s p e c t i v e l y ) . T h e f a i l u r e t o o b t a i n a s t a t i s t i c a l l y
s i g n i fi c a n t r e s p o n s e a t t h e o t h e r c o n c e n t r a t i o n s c a n b e a t t ri b u t e d t o t h e e x t e n t o f i n t e r
-
c u l t u r e v a ri a b i l i t y . I n t e r c e l l u l a r d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e t o T A M t r e a tm e n t i s c l e a r l y
s h o w n o n t h e fi r s t g r a p h i n F i g u r e 1 2 . A s u b p o p u l a t i o n o f c e l l s w i t h a p p r o x im a t e l y
9 0 % o f t h e i r D N A l o c a t e d i n t h e C o m e t t a i l a n d w i t h D N A t a i l l e n g t h s b e tw e e n 8 0
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a n d 12 0 fj . m i s a p p a r e n t . I n a dd i t i o n , a t 1 M g /m L , T M w a s i n c r e a s e d o v e r t h e s o l v e n t
c o n t r o l (6 . 2 4 v s . 3 . 02 ) , a n d th i s i n c r e a s e w a s s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a t p = 0 . 0 0 1 .
4 - O H T A M [ - S 9 ] ( T a b l e 2 a n d A p p e n d i x 2 ) i n d u c e d a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t
(p < 0 . 0 0 1) c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n T M . T h e g r a p h o f T M r e v e a l s a n
i n t e r e s t i n g d o s e - r e s p o n s e c u r v e (F i g u r e 1 0 ) . A t c o n c e n t r a t i o n s o f u p t o 6 0 n g / m L ,
t h e r e w a s a d e c r e a s e i n T M a s c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l . T M w a s e q u i v a l e n t t o
t h e s o l v e n t c o n t r o l a t c o n c e n t r a t i o n s o f 12 0 a n d 3 6 0 n g / m L , w h i l e T M i n c r e a s e d t o
t h r e e t im e s t h e v a l u e o f t h e s o l v e n t c o n t r o l a t 10 0 0 n g / m L (o v e r h a l f t h e c e l l s h a d a
T M o f o v e r 2 0 ) . T h e l o w T M v a l u e s a t 3 0 a n d 6 0 n g /m L a n d th e h i g h v a l u e a t 1 0 0 0
n g /m L c o n t r i b u t e d t o t h e s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t d o s e - r e s p o n s e . W h e n e a c h
c o n c e n t r a t i o n w a s s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l , n o s i n g l e d o s e l e v e l
w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d o v e r t h e s o l v e n t c o n t r o l . E v e n t h o u gh th e m e a n T M i n
c u l t u r e s t r e a t e d w i t h 4 - O H T A M a t 10 0 0 n g / m L w a s t h r e e t i m e s t h e s o l v e n t c o n t r o l ,
n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t r e sp o n s e w a s o b s e r v e d d u e t o t h e i n t e r c u l t u r e v a r i a b i l i t y .
T h e i n t e r c e l l u l a r v a r i a b iU ty o f T M i n 4 - O H T A M - t r e a t e d c e l l s w a s c o m p a r a b l e t o t h e
s o l v e n t c o n t r o l a t a l l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d (F i g u r e 1 0 ) .
T A M [R a t S 9] (T a b l e 3 a n d A p p e n d i x 3 ) i n d u c e d a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t
c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n T M a n d T M - H (p = 0 . 0 2 0 a n d 0 . 0 0 6 , r e s p e c t i v e l y )
(F i g u r e 1 1) . I n a d d i t i o n , T A M a t 2 0 / / g/ m L a l s o i n d u c e d a n i n c r e a s e i n T M o v e r t h e
s o l v e n t c o n t r o l ( 1 1 . 3 1 v s . 7 . 2 8, r e sp e c t i v e l y ; p = 0 . 0 12 ) . T h e TM o f T A M - t r e a t e d c e l l s
a t 4 0 / ^ g / m L w a s t w i c e t h a t o f 2 0 /U g /m L , b u t t h i s i n c r e a s e w a s n o t s t a t i s t i c a l l y
s i gn i fi c a n t (p = 0 . 1 7 3 ) d u e t o t h e e x t e n t o f i n t e r c u l t u r e v a r i a b i l i t y . A p p r o x im a t e l y
2 0% o f c e l l s a t t h i s c o n c e n t r a t i o n h a d a T M o f o v e r 5 0 (F i g u r e 8 ) . T h e s e c o n d g r a p h
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o n F i g u r e 12 s h o w s a s u b p o p u l a t i o n o f c e l l s w i t h 6 0 - 9 0% o f t h e i r D N A l o c a t e d i n t h e
C o m e t t a i l s a n d w i t h a t a i l l e n g th o f 8 0 - 12 0 f x m . T h e m a j o r i t y o f t h e s e c e l l s w e r e
p r e s e n t i n c u l t u r e s t r e a t e d w i t h 4 0 /u g / m L T A M . N o o t h e r c o n c e n t r a t i o n s h o w e d a
n o t i c e a b l e d i f f e r e n c e i n t h e d i s t r i b u t i o n o f T M a s c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l . A t
t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n t e s t e d (5 0 /x g /m L ), n o d a t a c o u l d b e o b t a i n e d b e c a u s e t h e
c e l l s w e r e t o o d a m a g e d t o s c o r e a c c u r a t e l y . T h i s e x c e s s i v e d a m a g e w a s a t t r i b u t e d t o
c y t o t o x i c i t y d u e t o t h e h i g h n u m b e r o f c e l l s e x h ib i t i n g L M W D N A (4 6% , F i g u r e 6 ) ;
n o o t h e r c o n c e n t r a t i o n p r o d u c e d a m e a n p e r c e n t o f c e l l s w i t h L M W D N A i n e x c e s s
o f 3 0 % .
T A M [H u m a n S9 ] (T a b l e 3 a n d A p p e n d i x 4 ) d i d n o t i n d u c e s i g n i f i c a n t r e s u l t s
a t a n y c o n c e n t r a t i o n t e s t e d , o r w h e n a n a l y z e d fo r a d o s e - r e s p o n s e (p = 0 . 2 5 4 ) . T h e
d i s t r i b u t i o n o f T M w a s f a i r l y c o m p a r a b l e t o t h e s o l v e n t c o n t r o l , a l t h o u g h a t
c o n c e n t r a t i o n s b e tw e e n 10 a n d 4 0 / / g /m L , a p p r o x im a t e l y 5 % o f th e c e l l s p r e s e n t e d a
T M o f o v e r 5 0 (F i g u r e 8 ) . A t 5 0 / ^ g / m L , 9 6% o f t h e c e l l s h a d T M o f b e t w e e n 1 0 a n d
2 0 . T h i s v a l u e w a s w e l l a b o v e t h e v a l u e o b s e r v e d i n t h e s o l v e n t c o n t r o l (7 6%) o f c e l l s
w i t h a T M o f 10 - 2 0 ) . T h e g r a p h o f t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e f o r b o t h T M a n d T M - H
(F i gu r e 1 1) s h o w s th a t t h e m e a n v a l u e s o f t h e s e p a r a m e t e r s a t a l l c o n c e n t r a t i o n s d i d
n o t e x c e e d 1 5 a n d 17 , r e s p e c t i v e l y .
4 - O H T A M [R a t S9 ] (T a b l e 4 a n d A p p e n d i x 5 ) d i d n o t i n d u c e a s t a t i s t i c a l l y
s i g n i fi c a n t c o n c e n t r a t i o n - r e l a t e d i n c r e a s e i n T M (p = 0 . 6 8 1 ) o r T M - H (p = 0 . 7 7 0 ) . I n
a d d i t i o n
,
n o s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n T M w a s o b s e r v e d i n 4 - O H T A M - t r e a t e d c e l l s a t
a n y c o n c e n t r a t i o n w h e n c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l . H o w e v e r , w h e n t h e
d i s p e r s i o n c o e f fi c i e n t o f e a c h c o n c e n t r a t i o n w a s c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l ,
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s i g n i fi c a n t v a l u e s w e r e o b t a i n e d a t 3 0 n g /m L (p = 0 . 0 0 7 ) a n d 3 6 0 n g /m L (p = 0 . 0 0 1 ) .
T h e s t a n d a r d e r r o r o f T M - H i n a l l o f t h e s e c u l t u r e s w a s sm a l l . O n l y o n e c u l t u r e w a s
t e s t e d a t 10 0 0 n g /m L , t h e r e f o r e n o s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s c o u l d b e m a d e , a l t h o u g h H
f o r t h e s i n g l e c u l t u r e w a s c o m p a r a b l e t o t h e m e a n H o f t h e s o l v e n t c o n t r o l . T h e
g r a p h o f d o s e - r e s p o n s e fo r b o t h T M a n d T M - H i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 1. T h i s g r a p h
s h o w s a d o s e - r e s p o n s e c u r v e w i t h a n a p p r o x im a t e s l o p e o f 0 , i n d i c a t i n g th a t t h a t 4
-
O H T A M d i d n o t h a v e a n e f f e c t o n t h e s e p a r a m e t e r s . I n a d d i t i o n , t h e d i s p e r s i o n o f
T M d i d n o t e x c e e d 10 a t a n y c o n c e n t r a t i o n t e s t e d (F i g u r e 1 1) .
4 - O H T A M [H u m a n S9 ] (T a b l e 4 a n d A p p e n d i x 6 ) d i d n o t i n d u c e a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t c o n c e n t r a t i o n - r e l a t e d i n c r e a s e i n T M (p = 0 . 9 8 1 ) o r T M - H
(p = 0 . 6 5 5 ) . T h e g r a p h o f t h e s e p a r a m e t e r s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 1, a n d s h o w s a
d o s e - r e s p o n s e c u r v e w i t h a n a p p r o x im a t e s l o p e o f 0 , i n d i c a t i n g t h a t t h a t 4 - O H T A M
d id n o t h a v e a n e f f e c t o n t h e s e p a r a m e t e r s . N o s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n T M w a s
o b s e r v e d i n 4 - O H T A M - t r e a t e d c e l l s a t a n y c o n c e n t r a t i o n w h e n c o m p a r e d t o t h e
s o l v e n t c o n t r o l s . T h e g r a p h o f t h e d i s t r i b u t i o n o f T M s h o w s a w i d e d i s t r i b u t i o n o f
T M a t a l l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d , a l t h o u gh n o s i g n i f i c a n t c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t
r e s p o n s e s i n T M - H w e r e o b s e r v e d (F i g u r e 9 ) . A t 6 0 a n d 3 6 0 n g /m L , t h e r e w a s a
s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n T M - H a s c o m p a r e d t o t h e s o l v e n t c o n t r o l s (p = 0 . 0 0 2 a n d
p < 0 . 0 0 1, r e s p e c t i v e l y ) ; h o w e v e r , t h e i n c r e a s e w a s o n l y a p p r o x im a t e l y tw o - f o l d a n d
a l l c u l t u r e s h a d T M - H v a l u e s b e l o w 10 .
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B a s e d o n t h e c l a s s i f i c a t i o n s c h e m e o u t l i n e d i n t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s s e c t i o n o f t h e
M a t e ri a l s a n d M e th o d s , t h e e x p e ri m e n t s c o n d u c t e d h a v e b e e n c l a s s i f i e d a s :
E x p e ri m e n t St a t i s t i c a l R e s u l t s R e a s o n fo r C l a s s i f i c a t i o n
T A M [ - S 9 ]
4 - O H T A M [- S 9 ]
T A M [R a t S9 ]
T A M [H u m a n S9 ]
E q u i v o c a l
E q u i v o c a l
E q u i v o c a l
N e g a t i v e
4 - O H T A M [R a t S 9 ] E q u i v o c a l
4 - O H T A M [H u m a n S9 ] E q u i v o c a l
T M : S i g n i f i c a n t p a i r w i s e
c o m p a ri s o n ( 1 ju g / m L )
T M - H : Si g n i f i c a n t p a i r w i s e
c o m p a ri s o n s ( 1 a n d 50 /U g /m L )
T M : Si gn i f i c a n t t r e n d t e s t
T M : Si gn i f i c a n t t r e n d t e s t ,
T M - H : Si g n i f i c a n t t r e n d t e s t
T M : N o s i g n i f i c a n t v a l u e s
T M - H : Si g n i f i c a n t p a i r w i s e
c o m p a ri s o n s (3 0 a n d 3 6 0 n g/ m L )
T M - H : Si g n i f i c a n t p a i r w i s e
c o m p a ri s o n s (6 0 a n d 3 6 0 n g / m L )
I n a l l e x p e ri m e n t s , b o t h p o s i t i v e c o n t r o l c h e m i c a l s (E M S a n d B a P ) p r o du c e d
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) r e s u l t s w h e n T M w a s c o m p a r e d t o t h e c o n c u r r e n t
s o l v e n t c o n t r o l s .
D I SC U S S I O N
T h e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t b o t h T A M a n d 4 - O H T A M a r e c a p a b l e o f p r o d u c i n g
D N A d a m a g e i n c e l l s w i t h o u t r e q u i r i n g m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , a t l e a s t i n v i t r o T h i s
i n t e r a c t i o n a p p e a r s t o b e m i n o r a s e v i d e n c e d b y th e w e a k r e s p o n s e o b s e r v e d i n t h e s e
e x p e r i m e n t s . T h e i n c r e a s e i n i n t e r c e l l u l a r h e t e r o g e n e i t y a t a l l T A M c o n c e n t r a t i o n s i s
s u g g e s t i v e o f a n e f f e c t b y T A M o n h u m a n l e u k o c y t e s . I t i s n o t c l e a r w h y a s u b -
p o p u l a t i o n o f l e u k o c y t e s w o u l d e x h i b i t i n c r e a s e d s e n s i t i v i t y t o T A M . H o w e v e r ,
l e u k o c y t e s c o n t a i n m a n y s u b s e t s o f c e l l s d i f f e r i n g i n t h e i r f u n c t i o n a l c h a r a c t e r i s t i c s
a n d i n t h e n u m b e r a n d t y p e s o f m e m b r a n e r e c e p t o r s . T h e T M d o s e - r e s p o n s e
r e l a t i o n s h i p o b s e r v e d i n c e l l s t r e a t e d w i t h 4 - O H T A M , w h i l e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t ,
d o e s n o t a p p e a r t o b e b i o l o g i c a l l y r e l e v a n t . T h e o n l y c o n c e n t r a t i o n w i t h a T M
g r e a t e r t h a n t h e s o l v e n t c o n t r o l , 1 0 0 0 n g/m L , i s m o r e t h a n 3 0 0 t im e s t h e
c o n c e n t r a t i o n f o u n d i n t h e p l a sm a o f p a t i e n t s t r e a t e d w i t h T A M . N o o th e r
c o n c e n t r a t i o n s o f 4 - O H T A M i n d u c e d a r e s p o n s e d i f f e r e n t fi - o m t h e s o l v e n t c o n t r o l .
L e u k o c y t e s t r e a t e d w i t h T A M i n th e p r e s e n c e o f r a t l i v e r S9 p r o d u c e d a r e s p o n s e
(F i g u r e 1 1 ) t h a t , w h i l e n o t s t a t i s t i c a l l y c l a s s i f i a b l e a s p o s i t i v e , i n d i c a t e s a s t r o n g e f f e c t
b y T A M o n th e c e l l s . A s t h e c o n c e n t r a t i o n o f T A M i n c r e a s e d , t h e a m o u n t o f m i g r a t e d
D N A i n c r e a s e d a s w e l l T A M p r o d u c e d D N A d a m a g e t hr o u gh c y t o t o x i c (5 0 / / g /m L )
a n d g e n o t o x i c m e c h a n i s m s o f a c t i o n . T h i s p o s s i b l e g e n o t o x i c m e c h a n i s m o f a c t i o n
s u p p o r t s t h e fi n d i n g s o f W h i t e e t a l . ( 19 92 ) w h o f o u n d e x p e r i m e n t a l e v i d e n c e l i n k i n g
th e h e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y o f T A M i n r a t s w i t h a g e n o t o x i c m e c h a n i s m .
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Wh e n l e u k o c y t e s w e r e t r e a t e d w i t h T A M i n t h e p r e s e n c e o f h u m a n h v e r S9 ,
n o n e o f t h e s e e f f e c t s w e r e o b s e r v e d (F i g u r e 1 1 ) . T h e s e r e s u l t s s u p p o r t t h e h y p o t h e s i s
t h a t d i f f e r e n c e s i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f T A M b e t w e e n r a t s a n d h u m a n s e x i s t
(D e M a t t e i s e t a l . , 1 9 9 8 ) . A s s t a t e d p r e v i o u s l y , h u m a n h e p a t o c y t e s a l s o d e t o x i f y
T A M D N A - r e a c t i v e m e t a b o l i t e s 3 0 0 - t im e s m o r e e f f e c t i v e l y t h a n r a t h e p a t o c y t e s
(l A R C , 1 9 9 6 , Sw e n b e r g , 1 9 9 7 ) H o w e v e r , i n t e r - i n di v i d u a l v a r i a b i l i t y i n t h e
a c t i v a t i o n o f T A M c o u l d a l s o e x p l a i n t h e n e g a t i v e r e s u l t s o b s e r v e d i n t h e T A M
[H u m a n S 9 ] e x p e r i m e n t .
T r e a t m e n t o f l e u k o c y t e s w i t h 4 - O H T A M , r e g a r d l e s s o f t h e t y p e o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n u s e d
,
d i d n o t p r o d u c e a n y i n c r e a s e i n D N A m i g r a t i o n . A l t h o u g h 4 - O H
T A M h a s b e e n f o u n d t o b e t h e p r o x im a t e m e t a b o l i t e i n v o l v e d i n D N A a d d u c t
f o r m a t i o n (M o o r t h y e t a l . , 1 9 9 6 ), t h e r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o m e x p e r im e n t s i n m i c e
a n d i t h a s b e e n s h o w n t h a t T A M b e h a v e s d i f f e r e n t l y i n m i c e t h a n i n r a t s o r h u m a n s
(l A R C , 1 9 9 6 ) . I n a d d i t i o n , 4 - O H T A M h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e a m i n o r
m e t a b o l i t e i n t h e m e t a b o l i c p a t h w a y o f T A M , w i th a - O H T A M b e i n g th e m aj o r
m e t a b o l i t e a n d p r im a r y p r o d u c e r o f e l e c t r o p h i l i c m e t a b o l i t e s (P h i l l i p s e t a l , 1 9 9 4 ) .
A n o t h e r e x p l a n a t i o n f o r t h e d e c i d e d l y n e g a t i v e r e s u l t s o b t a i n e d i n t h e 4 - O H T A M
[H u m a n S 9 ] e x p e r i m e n t s c o u l d b e t h e f a c t t h a t t h e r e i s i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y i n
t h e a c t i v a t i o n o f 4 - O H T A M to r e a c t i v e s p e c i e s (W i l l i a m s e t a l , 1 9 9 4 ) . T h e s e
a u t h o r s f o u n d t h a t m i c r o s o m e s f r o m o n l y 7 o f t h e 12 l i v e r s s t u d i e d c o n v e r t e d 4 - O H
T A M to a m o r e r e a c t i v e s p e c i e s , s h o w i n g a g e n e t i c p o l y m o r p h i sm i n t h e C Y P
i s o f o r m s c a t a l y z i n g t h e m e t a b o l i s m o f 4
- O H T A M . B a s e d o n t h e r e s u l t s o b t a i n e d i n
t h e 4 - O H T A M [S9 ] e x p e r i m e n t s , i t c a n b e r e a s o n a b l y c o n c l u d e d th a t T A M m o s t
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l i k e l y d o e s n o t g i v e ri s e t o e n o u g h D N A d a m a g e th r o u g h th e 4 - O H T A M m e t a b o l i c
p a t h w a y t o b e a n a p p r e c i a b l e ri s k .
A n im p o r t a n t f a c t o r i n t h e e v a l u a t i o n o f t h e s e r e s u l t s s h o u l d b e th e i r c l i n i c a l
r e l e v a n c e t o h u m a n s t a k i n g T A M . A t t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d , h u m a n s w o u l d o n l y
b e e x p o s e d t o p l a sm a l e v e l s e q u a l i n g t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d fo r b o t h T A M
( 1 Ai g /m L ) a n d 4 - O H T A M (3 n g /m L ) . O n l y t h e T A M [ - S 9 ] e x p e ri m e n t s h o w e d a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t r e s p o n s e a t t h e b i o l o g i c a l l y r e l e v a n t c o n c e n t r a t i o n , a n d e v e n
t h e n , o v e r 9 0% o f t h e c e l l s s h o w e d a T M o f l e s s t h a n 2 0 . B a s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e s e
e x p e ri m e n t s , I b e l i e v e t h a t r a t h v e r S9 i s c a p a b l e o f c o n v e r t i n g T A M t o D N A -
r e a c t i v e s p e c i e s t h a t c a u s e D N A d a m a g e . I a l s o b e l i e v e t h a t t h e l e v e l o f D N A
d a m a g e p r o d u c e d i s i n s u f f i c i e n t t o p o s e a s i g n i f i c a n t g e n o t o x i c ri s k t o h u m a n s i n t h e
m a n n e r s e e n i n t h e r a t . F u t u r e i n v e s t i g a t i o n s i n t o t h e m e c h a n i sm o f a c t i o n o f T A M i n
h u m a n e n d o m e t ri a l c a n c e r
,
I b e l i e v e
,
s h o u l d f o c u s o n n o n - g e n o t o x i c m e c h a n i s m s .
O n M a y 19 , 2 0 0 0 , t h e R a l e i g h N ew s & O bs e r v e r r a n a s t o r y w i t h t h e
f o l l o w i n g h e a d l i n e :
"
B r e a s t c a n c e r d e a t h r a t e p l u m m e t s—A s t u d y c r e d i t s t h e d r u g
t am o x i f e n p ri m a ri l y f o r a d e c l i n e o f a s m u c h a s 2 5 p e r c e n t i n d e a t h s f r o m b r e a s t
c a n c e r
"
(R o s s , 2 0 00 ) . D i s c o v e r y o f a d r u g t h a t w o u l d p r o v i d e a l l o f t h e b e n e fi t s o f
T A M w i th o u t i n c r e a s i n g a w o m a n
'
s ri s k o f e n d o m e t ri a l c a n c e r w o u l d h e l p t o
s im p l i fy t h e d e c i s i o n o f w h e th e r t o u n d e r g o T A M th e r a p y o r n o t . T h r o u gh m y
r e s e a r c h , I h a v e f o u n d th a t t h e r e a r e a n u m b e r o f dra g s c u r r e n t l y i n c l i n i c a l t ri a l s t h a t
a r e a t t e m p t i n g t o d e m o n s t r a t e t h a t t h e a l t e r n a t i v e s t o T A M p r o v i d e a l l t h e b e n e f i t s
w i t h f e w e r ri s k s . I n a d d i t i o n , a s w i t h o t h e r a n t i - c a n c e r t h e r a p i e s , c e l l s c a n d e v e l o p
r e s i s t a n c e t o T A M . T h e n e w g e n e r a t i o n o f a n t i - e s t r o g e n d ra g s i s b e g i n n i n g t o s h o w
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t h a t t h e s e a l t e r n a t i v e s c a n p r o v i d e e f f e c t i v e t h e r a p y w h e n T A M - t r e a tm e n t f a i l s .
M a n y o f t h e n e w a l t e r n a t i v e s , s u c h a s o t h e r SE RM s (T o r em i f e n e , D r o l o x i f e n e , T A T -
5 9 , a n d I d o x i f e n e ) o r a r o m a t a s e i n h ib i t o r s (A n a s t r o z o l e , L e t r o z o l e , a n d E x e m e s t a n e ) ,
h a v e b e e n s h o w n t o h a v e s t r o n g e r a n t i - e s t r o g e n i c e f f e c t s i n b r e a s t t i s s u e a n d w e a k e r
e s t r o g e n i c e f f e c t s i n t h e e n d o m e t r i u m t h a n T A M . T h e s e c o m p o u n d s h a v e n o t b e e n
a s s o c i a t e d w i t h h e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y i n r a t s a n d n o s i g n i f i c a n t n u m b e r o f c a s e s o f
e n d o m e t r i a l c a n c e r h a v e r e p o r t e d (C a r m i c h a e l , 1 9 9 8) . T h e m o s t p r o m i s i n g n ew
a l t e r n a t i v e t o T A M i s I C I 18 2 7 8 0 . T h i s d r u g i s a p u r e a n t i - e s t r o g e n a n d i t s a c t i v i t y i s
t i s s u e - i n d e p e n d e n t (i . e . , u n l i k e T A M , t h e d r u g w i l l a c t t h e s a m e i n t h e b r e a s t a s i t
d o e s i n t h e e n d o m e t r i u m ) . I C I 1 82 87 0 i s c u r r e n t l y i n P h a s e I I I c l i n i c a l t r i a l s i n
w o m e n w i t h T A M - r e s i s t a n t
,
a d v a n c e d b r e a s t c a n c e r i n t h e U . S (O
'
R e g a n e t a l . ,
1 9 9 8 ) . H o w e v e r , n o n e o f t h e a l t e r n a t i v e s t o T A M h a v e b e e n s t u d i e d fo r l o n g - t e r m
a dj u v a n t u s e , a n d i t w i l l t a k e a n u m b e r o f y e a r s t o pr o v e e q u i v a l e n c y w i t h T A M .
U n t i l s u c h t im e
,
T AM w i l l c o n t i n u e t o b e t h e e n d o c r i n e t r e a tm e n t o f c h o i c e f o r a l l
s t a g e s o f b r e a s t c a n c e r a n d r e m a i n t h e
"
g o l d s t a n d a r d
"
f o r a n t i - e s t r o g e n t r e a tm e n t
(J o r d a n , 1 9 9 7 ) .
T a b l e 1 . S u m m a r y o f H u m a n St u d i e s
R e f e r e n c e T y p e o f S t u d y
N u m b e r o f P a t i e n t s a n d
T r e a t m e n t s
D o s e o f
T A M
(m g / d a y )
D u r a t i o n
(y e a r s )
M e d i a n
F o l l o w - U p
( y e a r s )
N u m b e r o f
E n d o m e t r i a l
C a n c e r s
O d d s R a t i o
(9 5 % C I )
P r i t c h a r d e t a l
( 198 7)
P a l s h o f ( 19 8 8)
C a s t i g l i o n e e t a l
( 199 0)
A n d e r s s o n e t a l
( 19 92 )
R ib i e r o a n d
Sw in d e l l ( 199 2)
R y d e n e t a l
( 19 92 )
S te w a r t e t a l
( 19 92 )
B o c c a r do e t a l
( 1994 )
R C T
N A T O ( 198 8) R CT
R CT
R C T
R CT
R CT
R CT
R C T
C u m m i n g s e t a l R CT
( 1993 )
R C T
F i sh e r e r a / ( 1994 ) R CT
K ed a r e r a / ( 19 94 ) R C T
19 8 T A M 2 0
20 2 N o A T
564 T A M 2 0
56 7 N o A T
164 T A M (52 p o s t m e n o pa u s a l ) 3 0
153 P l a c e b o (52 p o s t m e n o p a u s a l )
16 7 T A M + pr e d n i s o n e 2 0
15 3 N o A T
864 T A M + L R T 3 0
84 6 L R T
282 P o s tm e n o pa u s a l , T A M 2 0
30 6 P o s tm e n o pa u s a l , N o A T
2 44 T A M 3 0
2 39 T A M + L R T
23 6 L R T
66 1 T A M 2 0
6 5 1 N o A T
85 T A M 2 0
83 P la c e b o
16 8 T A M 3 0
17 1 T A M + C he m o th e r a py
14 19 T A M 20
142 4 P l a c e bo
6 1 T A M 2 0
50 P la c e b o
2
2
1
0 9
1
1
^ 5
5
N G
5 8
5 5
9
m a x 13
4 - 10
10
^ 5
8
2
0
1
0
0
2
0
0
0
7
2
1
1
5
4
2 ( 1de a th)
4
2
1
1
15 (4d e a th s )
2
0
0
3 3 (0 6 - 3 1 0)
1 0 (0 1 - 16 0)
2 4 (0 . 5 - 12 . 0)
2 0 (0 4 - 11 0)
1 0 (0 1 - 15 0)
7 5 (1 7 - 32 7) *
T a b l e 1 (c o n t i n u e d ) . S u m m a r y o f H u m a n S t u d i e s
R e f e r e n c e T y p e o f S t u d y
N u m b e r o f P a t i e n t s a n d
T r e a t m e n t s
D o s e o f
T A M
(m g/ d a y )
D u r a t i o n
(y e a r s )
M e d ia n
F o l l o w - U p
(y e a r s )
N u m b e r o f
E n d o m e t r i a l
C a n c e r s
O d d s R a t i o
( 9 5 % C I )
R i v k i n e t a l .
( 199 4)
R C T
R u t qv i s t e t a l R C T
( 199 5 )
Cu r t i s e / a / ( 199 6) C o h o r t
H a r de n ( 19 8 8) C a s e - C o n t r o l
v a n L e e u w e n e t a l C a s e - C o n t r o l
( 19 94 )
C o o k e t a l (19 95 ) C a s e - C o n t r o l
29 5 T A M
30 3 T A M + Ch e m o t h e r a p y
30 0 C h em o th e r a p y
13 72 T AM
1 3 5 7 N o A T
14
,
3 58 H R T (90 % T A M )
72 , 9 65 N o A T
2 3 E n do m e t r i a l c a n c e r c a s e s
30 C o n t r o l s
9 8 E n do m e t r i a l c a n c e r c a s e s
2 85 Co n t r o l s
34 E n do m e t r i a l c a n c e r c a s e s
64 c o n t r o l s
S a s c o e t a l ( 199 6 ) C a s e - C o n t r o l 4 3 E n do m e t r i a l c a n c e r c a s e s
177 c o n t r o l s
2 0
40
V a r i e d
4 0
V a r i e d
1
2 o r 5
N G
N A
N A
20 (v a r i e d ) N A
2 0 (v a r i e d ) N A
6 5
4 4
N A
N A
N A
N A
2
3
0
23 (4 d e a t hs )
4
73
384
1 1 c a s e s r e c e i v e d
T A M (4 8% )
18 c o n t r o l s r e c e i v e d
T A M (2 0% )
2 3 c a s e s r e c e i v e d
T A M (2 3% )
5 8 c o n t r o l s r e c e i v e d
T A M (2 0% )
9 c a s e s r e c e i v e d
T A M (26 % )
2 0 c o n t r o l s r e c e i v e d
T A M (3 15)
2 7 c a s e s r e c e i v e d
T A M (67 % )
106 c o n t r o l s r e c e i v e d
T A M (60 % )
5 6 ( 1 9 - 16 2 ) *
2 0 ( 1 6 - 2 6) *
[S I R ]
2 6 (0 7 - 9 6)
1 3 (0 7 - 2 4 )
0 6 (0 2 - 1 9)
1 4 (0 6 - 3 5 )
A b b r e v i a t i o n s ; T A M
,
t a m o x i f e n ; N o A T , p a t i e n t s r e c e i v i n g n o a dj u v a n t t h e r a p y ; N G , n o t g i v e n ; L R T , l o c a l r a d i o t h e r a p y ; N A , n o t a p p l i c a b l e ; R C T , r a n d o m i z e d c l i n i c a l t r i a l ; S I R , s e e t e x t ; * = r e s u l t
c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t , 95 % C I d o n o t i n c l u d e 1 0
A l l r e f e r e n c e s c i t e d b y l A R C (19 9 6 )
4 ^
T a b l e 2 . D N A M i g r a t i o n i n J A M - a n d 4 - O H T A M - T r e a t e d C e l l s -
(E x p e r i m e n t s w i t l i o u t M e t a b o l i c A c t i v a t i o n )
- S u m m a r y D a t a
D O SE
% M I G R A T E D D N A
M EA N S E M
T A I L L E N G T H (/ / M )
M E A N SE M
T a m o x i f e n
E M S 5 m M
So l v e n t C o n tr o l
1 i J -g / m L
l O j U g / m L
2 0 / / g / m L
4 0 / / g / m L
5 0 /u g Jm L
8 3 3 0
9 64
12 5 1
1 8 6 1
10 . 0 8
1 1 5 0
14 . 6 2
T r e n d T e s t P - V a l u e
4 - H y d r o x y t a m o x i f e n
E M S 1 m M 6 1 9 7
E M S 5 m M 9 0 . 4 7
S o l v e n t C o n t r o l 15 . 6 1
3 n g /m L 9 0 3
3 0 n g / m L 7 6 3
6 0 n g / m L 7 5 9
12 0 n g / m L 17 04
3 6 0 n g / m L 13 2 0
1 0 0 0 n g /m L 3 3 7 3
T r e n d T e s t P - V a l u e
0 4 4 2
0 6 3 0
0 82 6
0 3 2 4
0 0 6 0
1 4 19
1 9 6 7
N A
0 8 5 6
0 3 9 0
0 6 7 1
0 4 84
0 0 8 9
2 3 6 8
2 7 6 8
6 . 8 7 9
9 8 13
2 9
. 8 3
3 7 7 8
4 5 0 4
2 8 2 9
3 3 . 3 0
3 3 0 4
9 0 3 7
10 2 . 2 4
3 4 16
4 0 0 5
2 7 0 6
2 6 0 8
3 8 . 6 3
3 6 30
54 . 2 2
1 . 2 0 6
0 2 6 8
0 5 4 0
5 5 2 3
3 5 6 6
2 8 9 5
0 9 7 6
N A
0 4 3 7
4 0 8 6
0 9 6 0
0 18 0
0 2 7 1
2 17 1
2 9 0 8
8 9 4 6
T A I L M O M E N T
M E A N S E M
8 2 0 8
3 . 0 2
6 2 4
9 6 9
4 6 2
5 7 8
7 . 12
1 4 5 3
0 . 16 1
0 03 8
1 5 19
1 4 57
0 6 5 1
1 1 8 6
0 5 7 6
5 6 4 4
92 . 5 3
6 4 5
4 4 0
2 5 9
2 5 0
7 4 2
5 6 6
2 0 0 9
N A
0 5 0 8
0 65 8
0 4 16
0 . 14 1
0 19 0
1 0 7 1
1 2 5 1
7 13 0
< 0 0 0 1 *
P - V A L U E + H S E M
< 0 0 0 1
*
0 . 0 0 1 *
0 0 2 4
0 19 4
0 0 2 7
0 0 3 8
< 0 0 0 1
*
0 9 18
0 9 7 8
0 9 7 9
0 2 9 4
0 6 5 5
0 . 13 0
2 5 5
2 . 8 8
18 . 9 5
12 . 16
3 3 9 6
2 5 5 5
17 . 4 8
0 0 6 7
0 6 4 5
1 .4 3 4
6 7 5 9
2 5 2 9
6 . 9 3 9
1 . 0 4 1
0 3 7 1
6 2 6
1 . 1 8
8 7 3
7 3 8
5 0 2
4 7 1
8 14
5 9 9
8 3 7
N A
0 1 10
0 4 2 8
0 5 2 7
0 4 4 5
0 5 9 5
1 4 3 8
1 3 1 7
0 3 1 1
0 3 84
P - V A L U E +
0 6 7 2
0 . 0 0 5 *
0 15 3
0 17 2
0 0 4 2
0 0 0 4 *
N A
0 9 9 8
0 8 7 7
0 9 8 0
0 9 7 7
0 6 10
0 . 8 7 6
0 6 8 1
T a i l L e n g th m e a s u r e d fr o m e s t i m a t e d l e a d i n g e d ge o f th e h e a d ; T a i l M o m e n t
= % M ig r a t e d D N A x T a i l L e n g th ; SEM = s t a n da r d e r r o r o f th e m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f fi c i e n t =
v a r i a n c e / m e a n
P- v a l u e + = pa i r w i s e c o m p a r i s o n u s i n g o n e
- t a i l e d s t u d e n t
'
s t t e s t T r e n d t e s t p
- v a l u e f o r o n e - t a i l e d t e s t t e s t i n g f o r a n i n c r e a s e i n D N A m ig r a t i o n
* Si g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a t p< 0 05 f o r po s i t i v e c o n t r o l s , p< 0 0 25 f o r t r e n d t e s t d a ta , a n d p < 0 0 1 f o r p a i r w i s e c o m p a r i s o n s
* * V i s u a l l y o b s e r v ed t o b e s ign i f i c a n t
D a t a ba s e d o n 50 l e u k o c y t e s s c o r ed p e r c u l t u r e ; t w o c u l t u r e s p e r d o s e g r o u p
N A = N o t ap pUc ab l e , o n l y 1 c u l t u r e t e s t e d
T a b l e 3 . D N A M ig r a t i o n i n T A M - T r e a t e d C e l l s—Su m m a r y D a t a
(E x p e r i m e n t s w i t h M e t a b o l i c A c t i v a t i o n f r o m R a t a n d H u m a n L i v e r )
D O S E
% M I G R A T E D D N A
M EA N SE M
T A I L L EN G T H (^ M )
M E A N S E M
T A I L M O M E N T
M E A N SE M P - V A L U E + H SE M
R a t S 9
B a P 2 5 m M
So l v e n t C o n t r o l
1 / ^ g / m L
10 M g/ m L
2 0 M g/ m L
4 0 // g / m L
5 0 / / g / m L
7 0 9 2 1 5 86 80 4 2 8 3 5 9 6 1 2 7 5 9 0 7
1 1 3 0 0 1 84 5 5 7 8 1 8 3 1 7 2 8 0 2 0 3
8 0 5 0 6 4 1 4 7 10 3 7 2 9 4 2 8 0 7 1 1
1 1 . 2 9 0 . 7 10 5 5 . 3 9 4 6 90 6 . 6 8 1 . 0 8 8
17 3 3 0 6 7 1 5 7 . 9 5 1 0 59 1 1 . 3 1 0 5 9 3
2 7 9 6 13 6 8 6 4 9 1 6 7 7 6 2 5 0 7 14 5 6
A A A A A A
T r e n d T e s t P - V a l u e 0 0 2 0
*
H u m a n S9
B a P 2 5 iM
So lv e n t C o n t r o l
1 A i g / m L
1 0 / i g / m L
2 0 fi g l r o L
4 0 // g /m L
5 0
j
W g /m L
5 8 . 7 3 5 . 4 7 0 9 9 . 6 5 6 . 0 8 4 6 0 . 16 8 . 4 54
1 1 6 7 2 0 9 5 5 4 . 2 6 2 2 7 6 8 1 3 1 2 70
14 6 9 1 8 14 7 3 6 6 7 7 8 3 1 1 4 7 2 0 52
13 7 1 1 3 7 8 5 2 3 2 0 9 2 3 8 9 4 0 2 94
18 0 3 6 8 4 3 7 0 44 12 87 14 . 8 7 8 . 2 84
1 8 7 8 5 5 9 1 6 0 0 9 4 0 3 8 1 4 7 3 6 . 2 4 1
7 . 6 1 1 4 2 9 4 6 5 7 6 6 5 0 3 8 6 1 3 64
T r e n d T e s t P - V a l u e 0 2 5 4
0 0 0 6 *
0 . 9 72
0 . 6 6 7
0 0 12
0 1 7 3
0 0 13 *
0 1 5 1
0 2 9 8
0 2 53
0 2 0 4
0 9 2 5
2 2 . 9 0
6 8 0
5 3 4
5 . 6 9
11 2 3
2 9 . 5 5
11 7 9
0 4 8 6
1 7 5 3
0 . 7 3 2
4 4 4 9
11 8 4
0 00 6
*
6 . 4 2
12 4 9
4 5 4
16 6 3
1 1 6 6
1 6 3 8
3 3 7
2 . 4 1 1
6 0 7 2
1 4 0 2
12 2 2
9 . 0 4 5
10 . 4 8
0 8 9 9
0 19 0
P - V A L U E +
0 1 5 3
0 74 8
0 . 83 4
0 2 14
0 0 9 8
0 . 7 7 5
0 8 3 5
0 3 9 5
0 5 2 7
0 3 8 9
0 8 6 2
T a i l L e n g th m e a s u r ed fr o m e s t im a te d l e ad i n g e dg e o f th e h e a d ; T a i l M o m e n t = % M igr a t ed D N A x T a i l L e n g th ; SEM = s t a n d a r d e r r o r o f t he m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f f i c i e n t =
v a r i a n c e / m e a n
P - v a l u e + = p a i r w i s e c o m p a r i s o n u s i n g o n e
- t a i l e d s t u d e n t
'
s t t e s t T r e n d t e s t p
- v a l u e f o r o n e - t a i l e d te s t t e s t i n g f o r a n i n c r e a s e i n D N A m i gr a t i o n
' ^ = C e l l s w e r e t o o d a m a ge d to s c o r e a c c u r a t e ly
* S ig n i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 0 5 f o r po s i t i v e c o n t r o l s , p
< 0 0 2 5 f o r t r e n d te s t d a t a , a n d p< 0 0 1 f o r p a i r w i s e c o m p a r i s o n s
D a ta b a s e d o n 5 0 l e u k o c y t e s s c o r e d pe r c u l t u r e ; tw o c u l t u r e s p e r d o s e g r o u p
T a b l e 4 . D N A M ig r a t i o n i n 4 - O H T A M - T r e a t e d C e l l s—S u m m a r y D a t a
(E x p e r i m e n t s w i t h R a t a n d H u m a n M e t a b o l i c A c t i v a t i o n )
D O S E
% M I G R A T E D D N A
M E A N
R a t S 9
B a P 2 5 /j M
S o l v e n t C o n t r o l
3 n g / m L
3 0 n g / m L
6 0 n g /m L
12 0 n g/ m L
3 6 0 n g/ m L
10 0 0 n g/ m L
6 5 . 9 1
1 8 8 1
2 2 3 9
1 5 7 3
16 5 4
14 . 6 1
1 8 5 3
17 0 4
T r e n d T e s t P - V a lu e
H u m a n S 9
B a P 2 5 ^ M
S o l v e n t C o n t r o l
3 n g / m L
30 n g /m L
6 0 n g /m L
12 0 n g /m L
3 6 0 n g /m L
10 0 0 n g / m L
4 6 8 6
2 0 3 4
17 0 8
18 2 7
2 1 5 9
17 9 7
1 9 . 9 6
2 1 4 9
T r e n d T e s t P - V a l u e
SE M
3 . 6 0 3
1 6 5 6
6 3 9 4
0 8 3 5
3 3 9 8
1 3 7 1
0 8 8 5
1 3 3 2
3 2 2 5
3 14 9
0 2 7 6
2 .2 4 2
1 3 5 6
0 5 0 0
T A I L L E N G T H j f^ M )
M E A N S E M
90 . 2 4
6 6 0 0
6 9 . 7 8
6 9 2 8
6 6 7 8
6 0 7 0
6 3 2 1
4 8 2 7
7 2 5 6
6 6 7 8
74 . 4 7
7 8 2 9
7 4 7 1
6 0 4 0
6 3 2 1
6 2 3 1
T A I L M O M E N T
M E A N SE M P - V A L U E +
1 . 5 4 7
0 12 6
0 7 9 8
2 8 4 2
4 5 10
2 7 17
5 8 9 5
6 9 5 8
0 4 8 0
10 16
0 8 8 0
3 8 6 1
5 . 6 0 2
0 5 04
60 . 9 2
12 . 3 6
16 5 9
1 1 .4 1
1 1 4 7
9 9 7
13 2 8
8 5 0
2 . 0 9 3
1 . 13 0
5 16 9
1 2 9 3
3 13 1
1 . 3 7 9
0 . 5 7 6
0 6 8 1
3 4 . 2 3
13 . 2 3
13 9 0
15 0 8
16 8 0
1 1 2 9
13
. 6 5
14 4 7
4 0 5 2
2 14 8
0 8 4 7
0 . 2 7 3
0 9 24
1 8 16
0 1 12
0 9 8 1
0 . 0 0 1 *
0 . 2 5 4
0 6 8 2
0 5 9 3
0 8 4 4
0 2 7 1
N A
0 0 2 2
*
0 3 9 9
0 2 4 2
0 13 3
0 7 1 9
0 . 4 14
N A
H S E M
10 . 7 7
2 3 9
6 6 6
4 5 9
3 3 1
9 2 9
9 6 9
3 5 7
1 3 4 8
0 1 18
3 3 10
0 2 34
0 8 7 8
3 0 0 9
0 2 1 1
0 7 7 0
15 . 6 7
3 3 1
12 . 4 1
6 2 9
6 3 0
4 2 6
7 . 9 1
8 3 7
3 8 86
0 0 53
5 5 0 7
0 8 8 5
0 16 3
0 2 86
0 4 8 9
0 6 5 5
P - V A L U E +
0 0 13
*
0 16 3
0 . 0 0 7 *
0 2 0 2
0 0 7 5
0 0 0 1 *
N A
0 04 3 *
0 12 0
0 . 0 3 9
0 0 0 2 *
0 0 4 3
< 0 . 0 0 1 *
N A
T a i l L e n g t h m ea s u r e d fr o m e s t im a t e d l e a d i n g e d ge o f t he h e a d ; T a i l M o m e n t = % M ig r a t e d D N A x T a i l L e n g th ; SEM = s t a n d a r d e r r o r o f th e m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f fi c i e n t =
v a r i a n c e /m e a n
P - v a l u e + = pa i r w i s c c o m pa r i s o n u s i n g o n e
- t a i l e d s t u d e n t
'
s t t e s t T r e n d t e s t p - v a l u e f o r o n e - t a i l e d t e s t t e s t i n g f o r a n i n c r e a s e i n D N A m i gr a t i o n
* S ign i fi c a n t ly d i f f e r e n t a t p
< 0 05 f o r po s i ti v e c o n t r o l s , p< 0 0 25 f o r t r e n d te s t d a t a , a n d p< 0 0 1 f o r p a i r w i s e c o m pa r i s o n s
D a t a b a s e d o n 50 l e u k o c y t e s s c o r ed p e r c u l t u r e ; tw o c u l t u r e s p e r d o s e g r o u p
N A = N o t a pp l i c ab l e , o n l y 1 c u l t u r e t e s t ed
F i gu r e 1 . P o s t u l a t e d M e t a b o l i c P a t h w a y s o f T a m o x i f e n
H
3
C - N C H
2
C H
2
0
H
j
C H ,
M e t a b o l i t e E ( V I I I )
C H
j
C H
T a m o x i f e n N - o x i d e (I I )
H , C
-
~
N C H , C H , 0
C H C H
"
N C H 2 C H j O
C H i C H
~
N C H
2
C H 2 O
C H C H
~
N C H 2 C H 2 O
C H 2 C H 3
a - H y d r o x y - i V - de s m e t hy l t a m o x i f e n
-
N C H 2 C H 2 O
C H
2
C H
N - D i d e s m e t h y l t a m o x i f e n
t
H O - C H 2 C H j O if
a - H y dr o x y t a m o x i f e n (V I I ) T a m o x i f e n N - D e s m e t hy lt a m o x i f e n ( I ) P r i m a r y a l c o h o l
C H 2 C H J
H , C
'
■
N C H
2
C H
2
O
C H , C H 3
"
N C H
2
C H
2
O
\ 7
4 ' - H y d r o x y t a m o x i f e n ( IV )
" 3 C - N C H j C H 2 O
H 3 C
'
C H
2
C H
3
4 - H y d r o x y t a m o x i f e n ( I I I )
I
t
~
N C H
j
C H
2
O
C H 2 C H 3 C H , C H ,
O H
'
O H
'
4 - H y d r o x y t a m o x i f e n A ' - o x i d e 4 - H y d r o x y - A
'
- de s m e t h y l t a m o x i f e n (V )
N C H 2 C H 2
H
,
C -
■
N C H
2
C H
2
O
C H C H
/ / H j C
~
N C H
2
C H
2
O
4 - H y d r o x y t a m o x i f e n q u i n o n e m e t h i d e (V I ) 3 , 4 - Ep o x y t a m o x i f e n 3 , 4 - D i h y d r o x y t a m o x i f e n
A d a p t e d fi x ) m R u e n i t z a n d N a n a v a t i (19 9 0 ) , L i e n e l a l ( 19 9 1) , P o n g r a c z e t a l ( 1 99 5) , a n d P o o n e t a l ( 1 9 9 5 ); a l l c i t e d by l A R C ( 19 9 6 ), f r o m Sm i t h e t a l ( 2 00 0 ), a n d f r o m W h i t e ( 19 9 9 )
oo
F i g u r e 2 . P o s t u l a t e d M e t a b o l i c A c t i v a t i o n P a t h w a y s f o r T a m o x i f e n
H
3
C '
N C H
2
C H 2O
/ / ^ C H C H 3
T T p
/ )
^ ^
N C H j C H j O
C H C H
H , C '
N C H
2
C H 2O
D N A
a - H y d r o x y t a m o x i f e n a - H y dr o x y t a m o x i f e n e s t e r
H
3
C
,
H , C
-
N C H 2C H 2O
f
~ i
^
C H
j
C H s
H 3C ,
H
3
C '
N C H 2C H 2O
T a m o x i f e n
n A
^
C H 2C H 3
/) N C H 2C H 2 O—(/ \ ;
/ H 3C ^ \ /
■
C H C H
3
/ ) Ok C H C H 3
/ N H
a - ( d G JV 2 - y I )- / " \
t a m o x i f e n
^
^ ,
^
N C H
2
C H 2 0 f
D N A
H
3
C
,
N C H 2C H 2O
r ^ C H C H 3
O H u O iT
^
n h V
4 - H y dr o x y t a m o x i f e n 4
- H y dr o x y t a m o x i f e n q u i n o n e m e t h i de a
- (d G N - y l )- 4 - 0 ^ = / N
h y d r o x y t a m o x i f e n \ /
-
^
N C H z C H j O
/ H -
^ ^ C H 2C H 3
A ' - D e sm e t h y l t a m o x i f e n
C H C H
H 3C ,
H -
N C H
2
C H 2O
C H C H ,
D N A
H
3
C
,
H -
N C H 2 C H 2O -
^ O i C H C H 3
\ / \ / \ / i >Ih
N H - /
a - H y dr o x y - #
- de sm e t h y l t a m o x i f e n a
- H y d r o x y
- A ^ - de sm e th y l t a m o x i f e n e s t e r a
- Cd G A ' ^ y i)^ . ^ / ^
d e sm e th y l t am o x i f e n \ /
1^
A d a p t e d fr o m d a C o s t a e l a l ( 2 0 0 0 )
5 0
F i g u r e 3 . S c h e m a t i c R e p r e s e n t a t i o n o f t h e M e t h o d o l o g y o f t h e A l k a l i n e S C G A s s a y
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D r a g a n , Y . P . , V a u g h a n , J . , J o r d a n , V . C , a n d P i t o t , H . C ,
" C o m p a r i s o n o f t h e E f f e c t s o f
T a m o x i f e n a n d T o r e m i f e n e o n L i v e r a n d K i d n e y T u m o r P r o m o t i o n i n F e m a l e R a t s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 6 , p p 2 7 33 - 2 74 1 (19 9 5 ) . (C i t e d b y W o g a n , 19 9 7 )
D r a g a n , Y . P . , F a h e y , S . , St r e e t , K . , V a u g h a n , J , J o r d a n , V . C , a n d P i t o t , H . C ,
" St u d i e s
o f T a m o x i f en a s a P r o m o t e r o f H e p a t o c a r c i n o g e n e s i s i n F e m a l e F i s c h e r F 3 4 4 R a t s ,
"
B r e a s t C a n c e r R e s e a r c h a n d T r e a tm e n t . V o l . 3 1
, p p 1 1 - 2 5 ( 19 9 4 ) .
D r a g a n , Y . P . , R i z v i , T . , X u , Y . - H . , H u l l y , J . R . , B a w a , N . , C a m p b e l l , H . A . , M a r o n p o t ,
R . R .
,
a n d P i t o t
,
H . C
,
"
A n I n i t i a t i o n - P r o m o t i o n A s s a y i n R a t L i v e r a s a P o t e n t i a l
C o m p l e m e n t t o t h e 2 - Y e a r C a r c i n o g e n e s i s B i o a s s a y ,
"
F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d
T o x i c o l o g y . V o l . 1 6 , p p 52 5 - 54 7 ( 19 9 1) .
E a r l y B r e a s t C a n c e r T r i a l i s t s
' C o l l a b o r a t i v e G r o u p ,
"
T am o x i f e n f o r E a r l y B r e a s t C a n c e r :
A n O v e r v i e w o f t h e R a n d o m i z e d T r i a l s ,
"
T h e L a n c e t . V o l . 3 5 1
, p p 14 5 1- 1 4 6 7 ( 19 9 8) .
E a r l y B r e a s t C a n c e r T r i a l i s t s
'
C o l l a b o r a t i v e G r o u p ,
"
S y s t e m a t i c T r e a tm e n t o f E a r l y
B r e a s t C a n c e r b y H o r m o n a l , C y t o t o x i c , o r I mm u n e T h e r a p y : 13 3 R a n d o m i z e d T r i a l s
I n v o l v i n g 3 1, 0 0 0 R e c u r r e n c e s a n d 2 4 , 0 0 0 D e a t h s A m o n g 7 5 , 0 0 0 W o m e n ,
"
T h e L a n c e t .
V o l . 3 3 9 , p p 1 - 1 5 , 7 1- 8 5 ( 19 9 2 ) .
F a i r b a im , D . W . , O l i v e , P . L . , a n d O ' N e i l l , K . L . , " T h e C o m e t A s s a y : A C o m p r e h e n s i v e
R e v i e w ,
" M u t at i o n R e s e a r c h . V o l . 3 3 9 , p p 3 7 - 5 9 ( 19 9 5 ) .
F a i r b a im
,
D W .
, O
' N e i l l
,
K L .
,
a n d S t a n di n g , M . D . ,
" A p p U c a t i o n o f C o n f o c a l L a s e r
S c a n n i n g M i c r o s c o p y t o A n a l y s i s o f H 2 0 2 - I n d u c e d D N A D a m a g e i n H u m a n C e l l s ,
"
Sc a n n i n g . V o l . 1 5
, p p 1 3 6 - 13 9 ( 19 9 3 ) .
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F a n
,
P . W . , Z h a n g , F . , a n d B o l t o n , J . L . , " 4 - H y d r o x y l a t e d M e t a b o l i t e s o f t h e
A n t i e s t r o g e n s T a m o x i f e n a n d T o r e m i f e n e A r e M e t a b o l i z e d t o U n u s u a l l y St a b l e Qu i n o n e
M e th i d e s
,
"
C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y , V o l . 1 3 , p p 4 5 - 52 (2 0 0 0 ) .
F i s h e r , B . , C o s t a n t i n o , J . P . , W i c k e r h a m , D . L , R e dm o n d , C . K . , K a v a n a g h , M . , C r o n i n ,
W . M .
,
V o g e l , v . , R o b i d o u x , A . , D im i t r o v , N . , A t k in s , J . , D a l y , M . , W i e a n d , S . , T a n -
C h i u
,
E .
,
F o r d , L . , W o lm a r k , N . , e t a l . ,
"
T a m o x i f e n f o r t h e P r e v e n t i o n o f B r e a s t C a n c e r :
R e p o r t o f t h e N a t i o n a l Su r g i c a l A dj u v zm t B r e a s t a n d B o w e l P r o j e c t P - 1 St u d y ,
"
J o u r n a l
o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e . V o l . 9 0 , N o . 1 8 , p p 13 7 1 - 1 3 8 8 ( 19 9 8 ) .
F i s h e r
,
B .
,
C o s t a n t i n o
,
J . P .
,
R e dm o n d
,
C . K .
,
F i s h e r
,
E . R .
,
W i c k e r h a m
,
D . L .
,
a n d
C r o n i n , W . M . , " E n d o m e t r i a l C a n c e r I n T a m o x i f e n - T r e a t e d B r e a s t C a n c e r P a t i e n t s :
F i n d i n g s F r o m T h e N a t i o n a l Su r g i c a l A dj u v a n t B r e a s t A n d B o w e l P r o j e c t (N SA B P ) B -
14 ,
"
J o u r n a l o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e . V o l . 8 6 , p p 5 2 7 - 5 3 7 ( 19 9 4 )
F r e n z i U i
,
G .
,
B o s c o
,
E .
,
a n d B a r a l e
,
R .
,
" V a Ud a t i o n o f t h e S i n g l e C e l l G e l A s s a y i n
H u m a n L e u k o c y t e s w i t h 1 8 R e f e r e n c e C o m p o u n d s ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h
.
V o l . 4 6 8
,
N o . 2
,
p p 9 3 - 1 0 8 (2 0 0 0 ) .
F r o m s o n
,
J . M .
,
P e a r s o n
,
S .
,
a n d B r a m a h
,
S .
,
"
T h e M e t a b o l i s m O f T a m o x i f e n (I C I
4 6
,
4 7 4 ) . P a r t I I : I n F e m a l e P a t i e n t s ,
" X e n o b i o t i c a . V o l . 3
, p p 7 1 1 - 7 14 ( 19 7 3 ) . (C i t e d b y
Wi s em a n , 1 9 94 )
F u r r , B . J . A . , a n d J o r d a n , V . C ,
"
T h e Ph a r m a c o l o g y a n d C l i n i c a l U s e s o f T a m o x i f e n ,
"
P h a r m a c o l o g i c a l T h e r a p e u t i c s . V o l . 2 5 , p p 12 7 - 2 0 5 ( 19 8 4 ) . (C i t e d b y Sm i th e t a l , 2 0 0 0 )
G a l l o
,
M . A .
,
a n d K a u f m a n
,
D
,
" A n t a g o n i s t i c a n d A g o n i s t i c E f f e c t s o f T a m o x i f e n :
S i g n i fi c a n c e i n H u m a n C a n c e r ,
" S e m i n a r s i n O n c o l o g y . V o l . 2 4
,
S u p p l . 1 , p p 7 1 - 8 0
( 19 9 7 ) .
G h i a
,
M .
,
a n d M e r e t o
,
E .
,
"
I n du c t i o n a n d P r o m o t i o n o f y - G l u t a m y lt r a n s p e p t i d a s e -
P o s i t i v e F o c i i n t h e L i v e r o f F e m a l e R a t s T r e a t e d w i t h E th i n y l E s t r a d i o l , C l o m i p h e n e ,
T a m o x i f e n a n d T h e i r A s s o c i a t i o n s
,
" C a n c e r L e t t e r s , V o l . 4 6 , p p 19 5 - 2 0 2 ( 19 8 9 ) .
G r e a v e s , P . , G o o n e t i l l e k e , R . , N u n n , G . , T o p h am , J . , a n d O r t o n , T . ,
" T w o - Y e a r
C a r c i n o g e n i c i t y S t u d y o f T a m o x i f e n i n A l d e r l y P a r k W i s t a r - D e r i v e d R a t s ,
" C a n c e r
R e s e a r c h
.
V o l . 5 3
, p p 3 9 19
- 3 9 2 4 ( 19 9 3 ) .
G u r u g u n t a , A . , V a s q u e z , M , a n d T i c e , R . R . ,
"
C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e S i n g l e C e l l G e l
( SC G ) A s s a y : A l c o h o l D r i e d Sl i d e s V e r s u s C o n v e n t i o n a l Sl i d e s ,
" E n v i r o n m e n t a l a n d
M o l e c u l a r M u t a g e n e s i s . V o l . 2 7 , S u p p l . 2 7 , p 2 7 ( 19 9 6 ) .
H a k u r a
,
A .
,
Su z u k i
,
S .
,
a n d Sa t o h
,
T .
,
" A dv a n t a g e o f t h e U s e o f H u m a n L i v e r S 9 i n t h e
A m e s T e s t ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 4 8 3 , p p 2 9 - 3 6 ( 19 9 9) .
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H a n , X . , a n d L i e h r , J . G . ,
"
I n d u c t i o n o f C o v a l e n t D N A A d d u c t s i n R o d e n t s b y
T a m o x i f e n
,
" C a n c e r R e s e a r c h
,
V o l . 5 3
, p p 13 6 0
- 1 3 6 3 ( 19 9 2 ) .
H a r d
,
G C
,
l a n t r o p o u l o s , M . J . , J o r d a n , K . , R a d i , L . , K a l t e n b e r g e r , O . P . , I m o n d i , A . R . ,
a n d W i l l i a m s , G . M . ,
" M a j o r D i f f e r e n c e s i n t h e H e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y a n d D N A A d d u c t
F o r m i n g A b i l i t y B e t w e e n T o r e m i f e n e a n d T a m o x i f e n i n F e m a l e C r l : C D (B R ) R a t s ,
"
C a n c e r R e s e a r c h . V o l . 5 3 , p p 4 5 3 4 - 4 5 4 1 ( 19 9 3 ) .
H a r d e n , L . ,
"
P e l v i c I r r a d i a t i o n a n d T a m o x i f e n a s R i s k F a c t o r s f o r C a r c i n o m a o f C o r p u s
U t e r i
,
"
T h e L a n c e t
.
V o l . l i
, p p 14 3 2 ( 19 8 8 ) . (C i t e d B y l A R C , 1 9 9 6 )
H a sm a n n , M . , R a t t e l , B . , L o s e r , R . ,
"
P r e c l i n i c a l D a t a f o r D r o l o x i f e n e ,
"
C a n c e r L e t t e r s ,
V o l . 84
, p p 10 1
- 1 1 6 ( 1 9 94 ) .
H e m m i n k i
,
K .
,
R a j a n i e m i , H . , K o s k i n e n , M . , a n d H a n s s o n , J ,
" T a m o x i f e n - I n d u c e d D N A
A d d u c t s i n L e u k o c y t e s o f B r e a s t C a n c e r P a t i e n t s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s ( L o n d o n ) , V o l . 18 , p p
9 - 13 ( 19 9 7 ) .
H e m m i n k i
,
K .
,
R aj a n i e m i , H . , L i n d a h l , B . , a n d M o b e r g e r , B . ,
"
T am o x i f e n - I n d u c e d D N A
A d d u c t s i n E n d o m e t r i a l S a m p l e s fr o m B r e a s t C a n c e r P a t i e n t s ,
" C a n c e r R e s e a r c h
,
V o l
5 6
, p p 4 3 7 4 - 4 3 7 7 ( 19 9 6) .
H i r s im a k i
,
P .
,
H i r s im a k i
,
Y .
,
N i e m i n e n
,
L
,
a n d P a y n e , B . J . ,
"
T a m o x i f e n I n du c e s
H e p a t o c e l l u l a r C a r c i n o m a i n R a t L i v e r : A 1 - Y e a r St u dy w i t h T w o A n t i e s t r o g e n s ,
"
A r c h i v e s o f T o x i c o l o g y . V o l . 6 7 , p p 4 9 - 5 4 (1 9 9 3 ) .
H u k k a n e n
,
J . , M a n t y l a , M . , K a n g a s , L . , W i r t a , P . , H a k k o l a , J . , P a a k k i , P . , E v i s a lm i , S . ,
P e l k o n e n , O . , R a u n i o , H . ,
" E x p r e s s i o n o f C y t o c h r o m e P 4 5 0 G e n e s E n c o d i n g E n z y m e s
A c t i v e i n t h e M e t a b o l i s m o f T a m o x i f e n i n H u m a n U t e r i n e E n d o m e t r i u m
,
"
P h a r m a c o l o g i c T o x i c o l o g v . V o l . 8 2 , N o . 2 , p p 9 3 - 9 7 (F e b . 19 9 8 ) .
l A R C (I n t e r n a t i o n a l A g e n c y F o r R e s e a r c h O n C a n c e r ) ,
"
T a m o x i f e n ,
"
I A R C M o n o g r a p h s
o n t h e E v a l u a t i o n o f t h e C a r c i n o g e n i c R i s k s o f C h e m i c a l s t o H u m a n s . V o l . 6 6 : (So m e
P h a r m a c e u t i c a l D r u g s ) , p p 2 53 - 3 6 5 ( 19 9 6 ) .
I C I (I m p e r i a l C h e m i c a l I n d u s t r i e s ) ,
"
B a c t e r i a l M u t a g e n i c i t y St u dy U s i n g Se l e c t e d St r a i n s
o ^ Sa lm o n e l l a T v p h i m u r i u m r St u d y N o . T M V / 2 2 7 3 / H G / 0 0 9 7 5 6 . 19 9 7 . (C i t e d b y
T a rm e n b a u m , 19 9 7 )
J a r m a n , M . , P o o n , G . K . , R o w l a n d s , M . G . , G r im s h a w , R . M . , H o r t o n , M . N . , P o t t e r , G
A . , a n d M c C a g u e , R . ,
"
T h e D e u t e r i u m I s o t o p e E f f e c t f o r t h e a l p h a - H y d r o x y l a t i o n o f
T a m o x i f e n b y R a t L i v e r M i c r o s o m e s A c c o u n t s f o r t h e R e d u c e d G e n o t o x i c i t y o f [D 5 -
E th y l ] - T a m o x i f e n ,
" C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 16
,
N o . 4
, p p 6 8 3 - 6 8 8 ( 19 9 8 ) . (C i t e d b y B e l a n d
e t a l .
,
19 9 9 )
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J o r d a n , V . C ,
"
T a m o x i f e n T r e a tm e n t f o r B r e a s t C a n c e r : C o n c e p t t o G o l d St a n d a r d ,
"
O n c o l o g y . V o l . 1 1
,
N o . 2
,
S u p p l . 1 , p p 7 - 12 ( 19 9 7 ) .
J o r d an , V . C , a n d R o b i n s o n , S . P . ,
" Sp e c i e s - Sp e c i f i c P h a r m a c o l o g y o f A n t i e s t r o g e n s :
R o l e o f M e t a b o l i s m ,
"
F e d e r a l Pr o c e e d i n g s . V o l . 4 6 , p p 1 87 0 - 1 8 74 (1 9 8 7 ) .
J o s t a s
,
R . F .
,
H u i
,
T . E .
,
a n d C r o s s
,
F . T .
,
" Si n g l e - C e l l G e l T e c h n i q u e Su p p o r t s H i t -
P r o b a b i l i t y C a l c u l a t i o n s ,
"
H e a l t h P h y s i c s . V o l . 6 4 , p p 6 7 5 - 6 7 9 ( 19 9 3 ) .
K l a u d e , M . , E r i k s s o n , S . , N y g r e n , J . , a n d A h n s t r o m , G ,
"
T h e C o m e t A s s a y : M e c h a n i s m s
a n d T e c hn i c a l C o n s i d e r a t i o n s ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h
.
V o l . 3 6 3
, p p 89 - 9 6 ( 19 9 6 ) .
K a r k i , N . T . , a n d K a r k i , T . ,
"
C y t o g e n i c e f f e c t s o f a N o v e l A n t i e s t r o g e n T o r e m i f e n e F C -
1 1 5 7 a : A C o m p a r i s o n w i t h D i e t h y l s t i l b e s t r o l a n d T a m o x i f e n ,
"
A r c h i v e s o f T o x i c o l o g y .
V o l . 5 9
, Su p p l . , p 9 ( 19 8 6 ) . (C i t e d b y Sm i th e t a l , 2 0 0 0 )
L i e n , E . A . , So l h e im , E . , a n d U e l a n d , P . M . ,
"
D i s t r i b u t i o n o f T am o x i f e n a n d i t s
M e t a b o U t e s i n R a t a n d H u m a n T i s s u e s D u r i n g St e a d y - St a t e T r e a t m e n t ,
"
C a n c e r
R e s e a r c h . V o l . 5 1, p p 4 8 3 7 - 4 8 4 4 ( 19 9 1) . (C i t e d b y l A R C , 19 9 6 )
L i e n
,
E . A .
, So l h e im , E . , L e a , Q . A . , L u n d g r e n , S . , K v i n n s l a n d , S . , a n d U e l a n d , P . M . ,
" D i s t r i b u t i o n o f 4 - H y d r o x y - N - D e sm e t h y l t a m o x i f e n a n d O t h e r T a m o x i f e n M e t a b o l i t e s i n
H u m a n B i o l o g i c a l F l u i d s D u r i n g T a m o x i f e n T r e a t m e n t ,
"
C a n c e r R e s e a r c h . V o l . 4 9
, p p
2 1 7 5 - 2 18 3 , ( 19 8 9 ) . (C i t e d B y l A R C , 19 96 )
M c K e l v e y - M a r t i n , V . J . , G r e e n , M . H . L , S c hm e z e r , P . , P o o l - Z o b e l , B . L . , D e M e o , M .
P .
,
a n d C o l l i n s
,
A .
,
"
T h e S i n g l e C e l l G e l E l e c t r o p h o r e s i s A s s a y (C o m e t A s s a y ) : A
E u r o p e a n R e v i e w ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 2 8 8 , p p 4 7 - 6 3 ( 19 9 3 ) .
M c V i e , J . G . , Sim o n e t t i , G . P . C , St e v e n s o n , D . , B r i g g s , R . J . , G u e l e n , P . J . M . , a n d d e
V o s
,
D .
,
"
T h e B i o a v a i l a b i l i t y o f T am o p l e x (T a m o x i f e n ) . P a r t I . A P i l o t St u d y ,
"
M e th o d s o f F i n d i n g s a n d E x p e r im e n t a l C l i n i c a l P h a r m a c o l o g y , V o l . 8 , p p 5 0 5 - 5 12
( 19 8 6) . (C i t e d b y l A R C , 1 9 9 6)
M a gr i p l e s , U . , N a f t o l i n , F . , S c h w a r t z , P . E . , a n d C a r c a n g i u , M . L . ,
" H i g h - G r a d e
E n d o m e t r i a l C a r c i n o m a i n T am o x i f e n - T r e a t e d B r e a s t C a n c e r Pa t i e n t s ,
" J o u r n a l o f
C l i n i c a l O n c o l o g y . V o l . 1 1
, p p 4 8 5 - 4 9 0 ( 19 9 3 ) . (C i t e d b y A h o p t u p a e t a l , 1 9 9 4 )
M a r o n , D . , a n d A m e s , B . ,
"
R e v i s e d M e t h o d s f o r t h e S a lm o n e l l a M u t a g e n i c i t y T e s t ,
"
M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 1 13 , p p 17 3 - 2 15 (1 9 8 3 ) .
M a r t i n , E . A . , R i c h , K J . , Wh i t e , I . N . H . , Wo o d s , K . L . , P o w l e s , T . J . , a n d S m i th , L L . ,
"
3 2 P - P o s t l a b e l l e d D N A A d du c t s i n L i v e r O b t a i n e d fr o m Wo m e n T r e a t e d w i t h
T a m o x i f e n
,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 16 , p p 16 5 1- 16 5 4 ( 19 9 5 ) .
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M o o r t h y , B . , Sr i r a m , P , P a t h e k , D . N . , B o d e l l , W . J . , a n d R a n d e r a t h , K . ,
"
T a m o x i f e n
M e t a b o l i c A c t i v a t i o n : C o m p a ri s o n o f D N A A d d u c t s F o r m e d b y M i c r o s o m a l a n d
C h e m i c a l A c t i v a t i o n o f T a m o x i f e n a n d 4 - H y d r o x ) ^ a m o x i f e n w i t h D N A A d d u c t s F o r m e d
i n V i v o
,
" C a n c e r R e s e a r c h
,
V o l . 5 6 , N o . 1 , p p 5 3 - 5 7 (J a n . 1 , 1 9 9 5 ) .
M u r p h y , C , F o t s i s , T . , P a n t z e r , P . , A l d e r c r e u t z , H . , a n d M a r t i n , F . ,
" A n a l y s i s o f
T a m o x i f e n
,
7V- D e s m e t h y l t a m o x i f e n , a n d 4 - H y d r o x y t a m o x i f e n L e v e l s i n C y t o s o l a n d
K C l - N u c l e a r E x t r a c t s o f B r e a s t T u m o u r s f r o m T a m o x i f e n T r e a t e d P a t i e n t s b y G a s
C h r o m a t o g r a p h y - M a s s S p e c t r o m e t r y (G C - M S ) U s i n g S e l e c t e d I o n M o n i t o ri n g (S I M ),
"
J o u r n a l o f St e r o i d B i o c h e m i s t r y . V o l . 2 8 , p p 6 0 9 - 6 18 ( 19 8 7 ) .
N e w b o l d
,
R . R .
,
J e f f e r s o n
,
W . N .
,
P a d i l l a - B u r g o s , E . , a n d B u l l o c k , B . C ,
" U t e ri n e
C a r c i n o m a i n M i c e T r e a t e d N e o n a t a l l y w i t h T a m o x i f e n ,
" C a r c i n o g e n e s i s , V o l . 1 8 , N o .
1 2
, p p 2 2 9 3 - 2 2 9 8 ( 19 9 7 ) .
N iw a
,
K .
,
M o ri s h i t a
,
S .
,
H a s h im o t o
,
M .
,
I t o h
,
T .
,
F u j im o t o , J . , M o ri , H . , a n d T a m a y a , T ,
"
E f f e c t s o f T a m o x i f e n o n E n d o m e t ri a l C a r c i n o g e n e s i s i n M i c e ,
"
J a p a n Jo u r n a l o f C a n c e r
R e s e a r c h . V o l . 8 9 , N o . 5 , p p 50 2 - 5 0 9 ( 19 9 8 )
N T P
,
"
T a m o x i f e n
,
" R e p o r t O n C a r c i n o g e n s , N i n t h E d i t i o n , D e p a r t m e n t O f H e a l t h A n d
H u m a n S e r v i c e s
,
P u b l i c H e a l t h S e r v i c e
,
N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m , R e s e a r c h
T ri a n g l e P a r k , N C , p I I I - 5 3 (2 0 0 0 )
O l i v e , P . L . , B a n a t h , J . P . , a n d D u r a n d , R . E . ,
" H e t e r o g e n e i t y i n R a d i a t i o n - I n d u c e d D N A
D a m a g e a n d R e p a i r i n T u m o r a n d N o r m a l C e l l s U s i n g th e
" C o m e t " A s s a y ,
" R a d i a t i o n
R e s e a r c h . V o l . 1 2 2
, p p 8 6 - 9 4 ( 19 9 0 )
O
'
R e g a n , R . M . , C i s n e r o s , A . , E n g l a n d , G . M . , M a c G r e g o r , J . I . , M u e n z n e r , H . D . ,
A s s i k i s , V . J . , B i l im o ri a , M . M . , P i e t t e , M . , D r a g a n , Y . P . , P i t o t , H . C , Ch a t t e r t o n , R . ,
a n d J o r d a n , V . C ,
"
E f f e c t s o f t h e A n t i e s t r o g e n T am o x i f e n , T o r e m i f e n e , a n d I C I 18 2 , 7 8 0
o n E n d o m e t ri a l C a n c e r G r o w t h
,
" J o u r n a l o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e
,
V o l . 9 0
,
N o .
2 0
, p p 1 5 52 - 15 5 8 ( 19 8 8) .
O s t l i n g , O . , a n d J o h a n s o n , K . J . ,
" M i c r o e l e c t r o p h o r e t i c S t u d y o f R a d i a t i o n - I n d u c e d D N A
D a m a g e s i n I n d i v i d u a l M a mm a l i a n C e l l s ,
"
B i o c h e m i c a l a n d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h
C o m m u n i c a t i o n s , V o l . 12 3
, p p 2 9 1 - 2 9 8 ( 19 84 ) .
P a s q u a l i n i , J . R . , Su m i d a , C , G i a m b i a g i , N . A . , a n d N g u y e n . , B . L . ,
"
T h e C o m p l e x i t y o f
A n t i o e s t r o g e n R e s p o n s e s ,
"
T h e J o u r n a l o f St e r o i d a l B i o c h e m i s t r y , V o l . 2 7 , p p 8 8 3 - 8 8 9
( 19 87 ) . (C i t e d B y l A R C , 1 9 9 6)
P a t h a k , D . N . , P o n g r a c z , K . , a n d B o d e l l , W . J . ,
" A c t i v a t i o n o f 4 - H y d r o x y t am o x i f e n a n d
t h e T a m o x i f e n D e ri v a t i v e M et a b o l i t e E b y U t e ri n e P e r o x i d a s e t o F o r m D N A A d d u c t s :
C o m p a ri s o n w i t h D N A A d du c t s F o r m e d i n t h e U t e r u s o f Sp r a gu e - D a w l e y R a t s T r e a t e d
w i t h T a m o x i f e n ,
" C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 7 , p p 1 7 8 5 - 1 7 9 0 ( 19 96 ) .
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P e t o
,
R .
,
B o r e h a m
,
J .
,
C l a r k e
,
M .
,
D a v i e s
,
C
,
a n d B e r a l
,
V .
,
" U K a n d U SA B r e a s t
C a n c e r D e a t h s D o w n 2 5% i n Y e a r 2 0 0 0 a t A g e s 2 0 - 6 9 Y e a r s ,
"
T h e L a n c e t
,
V o l . 3 5 5
, p
1 82 2 (2 0 0 0 ) .
P h i l l i p s , D . H . , H e w e r , A . , G r o v e r , P . L . , P o o n , G . K . , a n d C a r m i c h a e l , P . L . ,
"
T a m o x i f e n
D o e s N o t F o r m D e t e c t a b l e D N A A d d u c t s i n Wh i t e B l o o d C e l l s o f B r e a s t C a n c e r
P a t i e n t s .
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 7 , p p 1 14 9 - 1 1 5 2 ( 19 9 6 ) .
P h i l l i p s , D . H . , Po t t e r , G . A . , H o r t o n , M . N . , H ew e r , A . , C r o ft o n - S l e i gh , C , J a r m a n , M . ,
a n d V e n i t t
,
S .
,
"
R e d u c e d G e n o t o x i c i t y o f [D 5 - E t h y l ] - T a m o x i f e n Im p l i c a t e s a l p h a -
H y d r o x y l a t i o n o f t h e E t h y l G r o u p a s a M a j o r P a t h w a y o f T a m o x i f e n A c t i v a t i o n t o a
L i v e r C a r c i n o g e n ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 5
,
N o . 8 , p p 14 8 7 - 14 9 2 ( 19 9 4 ) .
P o U a k
,
M .
,
"
E f f e c t s o f t h e A n t i - O e s t r o g e n s o n I n s u l i n - l i k e G r o w t h F a c t o r (I G F - I )
P h y s i o l o g y Sy s t em i c a l l y a n d i n t h e U t e r u s ,
" E u r o p e a n Jo u r n a l o f C a n c e r . V o l . 2 4 , Su p p l .
4
, p p S l l - S 12 (A u g . 19 9 8 ) .
P o n g r a c z , K . , P a t h e k , D . N . , N a k a m u r a , T . , B u r l i n g am e , A . L . , a n d B o d e l l , W . J . ,
" A c t i v a t i o n o f t h e T a m o x i f e n D e r i v a t i v e M e t a b o l i t e E t o F o r m D N A A d d u c t s :
C o m p a r i s o n w i t h th e A d d u c t s F o r m e d b y M i c r o s o m a l A c t i v a t i o n o f T a m o x i f e n ,
"
C a n c e r
R e s e a r c h . V o l . 5 5 , p p 3 0 12 - 3 0 15 ( 19 9 5) . (C i t e d b y l A R C , 19 9 6 )
P o o n
,
G . K .
,
C h u i
,
Y . C
,
M c c a g u e , R . , L 0 n n i n g , P . E . , F e n g , R . , R o w l a n d s , M . G . , a n d
J a r m a n , M . , " A n a l y s i s o f P h a s e I a n d P h a s e I I M e t a b o l i t e s o f T a m o x i f e n i n B r e a s t
C a n c e r P a t i e n t s ,
"
D r u g M e t a b o l i s m a n d D i s p o s i t i o n . V o l . 2 1 , p p 1 1 19 - 1 12 4 ( 19 9 3 ) .
(C i t e d B y B e l a n d e t a l . , 19 9 9 )
R aj a n i e m i , H . , M a n t y l a , E . , a n d H e m m i n k i , K . ,
"
D N A A d d u c t F o r m a t i o n b y T a m o x i f e n
a n d St r u c t u r a l l y - R e l a t e d C o m p o u n d s i n R a t L i v e r ,
" C h e m i c a l a n d B i o l o g i c a l
I n t e r a c t i o n s . V o l . 1 1 3
,
N o . 2
, p p 14 5
- 1 5 9 ( 19 9 8 )
R a n d e r a t h
,
K .
,
M o o r t h y , B . , M a b o n , N . , a n d Sr i r a m , P . ,
"
T a m o x i f e n : E v i d e n c e b y 32 P -
P o s t l a b e l l i n g a n d U s e o f M e t a b o l i c I n h i b i t o r s f o r T w o D i s t i n c t P a t h w a y s L e a d i n g t o
M o u s e H e p a t i c D N A A d d u c t F o r m a t i o n a n d I d e n t i fi c a t i o n o f 4 - H y d r o x y l a t i o n a s a
P r o x im a t e M e t a b o l i t e ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 5 , N o . 10 , p p 2 0 8 7 - 2 0 9 4 ( 19 94 ) .
R o s s
,
G . M .
,
M c M i l l a n
,
T . J .
,
W i l c o x
,
P .
,
a n d C o l l i n s
,
A . R .
,
"
T h e S i n g l e C e l l M i c r o g e l
E l e c t r o p h o r e s i s A s s a y (C o m e t A s s a y ) : T e c h n i c a l A s p e c t s a n d A p p l i c a t i o n ,
" M u t a t i o n
R e s e a r c h . V o l . 3 3 7
, p p 5 7 - 6 0 ( 19 9 5 ) .
R o s s , E . ,
"
B r e a s t C a n c e r D e a t h R a t e P l u m m e t s ,
"
N e w s a n d O b s e r v e r ( R a l e i g h F i n a l
E d i t i o n ) , p p l A , 14 A (M a y 19 , 2 0 0 0 )
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R u e n i t z , P . C , a n d N a n a v a t i , N . T . ,
"
I d e n t i f i c a t i o n a n d D i s t ri b u t i o n i n t h e R a t o f A c i d i c
M e t a b o l i t e s o f T a m o x i f e n
,
"
D r u g M e t a b o l i s m a n d D i s p o s i t i o n . V o l . 1 8, p p 6 4 5- 64 8
( 19 9 0 ) . (C i t e d b y l A R C , 1 9 9 6 )
R u b a g o t t i , A . ; A . P e r r o t t a ; C . C a s e l l a ; A n d F . B o c c ar d o . 1 9 9 6 . R i s k O f N e w P ri m a ri e s
A ft e r Ch e m o t h e r a p y A n d / O r T am o x i f e n T r e a t m e n t F o r E a r l y B r e a s t C a n c e r . A n n . O n c o l .
7 : 2 3 9 - 2 4 4 .
R u n d e l l
,
J .
,
P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n
, (S e p t . 1 1 , 2 0 0 0 ) .
R u t q v i s t , L . E . ,
"
R e ; S e c o n d C a n c e r s A ft e r A dj u v a n t T a m o x i f e n T h e r a p y fo r B r e a s t
C a n c e r [l e t t e r ] ,
"
Jo u r n a l o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e . V o l . 8 8
,
N o . 2 0
, p p 14 9 7 - 14 9 9
( 19 9 6 ) .
R u t qv i s t , L . E . , J o h a n s s o n , H . , S i g n o m k l a o , T . , J o h a n s s o n , U . , F o m a n d e r , T . , a n d
Wi l k i n g , N . (f o r T h e S t o c k h o l m B r e a s t C a n c e r St u d y G r o u p ) ,
" A dj u v a n t T a m o x i f e n
T h e r a p y f o r E a r l y St a g e B r e a s t C a n c e r a n d S e c o n d P ri m a r y M a l i g n a n c i e s ,
"
J o u r n a l o f t h e
N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e . V o l . 87 , p p 6 4 5 - 6 5 1 ( 19 9 5 ) .
S a s a k i
,
Y . F .
,
T s u d a
,
S .
,
I z u m i y a m a , F . , a n d N i s h i d a t e , E . ,
" D e t e c t i o n o f C h e m i c a l l y
I n d u c e d D N A L e s i o n s i n M u l t i p l e M o u s e O r g a n s (L i v e r , L u n g , Sp l e e n , K i d n e y , a n d
B o n e M a r r o w ) U s i n g th e A l k a l i n e S i n g l e C e l l G e l E l e c t r o p h o r e s i s ( C o m e t ) A s s a y ,
"
M u t a t i o n R e s e a r c h
.
V o l . 3 8 8
, p p 3 3 - 4 4 ( 19 9 7 ) .
S a s c o , A . J . , C h a p l a i n , G . , A m o r o s , E . , a n d S a e z , S . ,
"
E n d o m e t ri a l C a n c e r F o l l o w i n g
B r e a s t C a n c e r : e f f e c t o f T a m o x i f e n a n d C a s t r a t i o n b y R a d i o t h e r a p y ,
" E p i d e m i o l o g v . V o l .
7
, p p 9
- 13 ( 19 9 6 ) . (C i t e d b y l A R C , 19 9 6 )
SE E R (Su r v e i l l a n c e , E p i d e m i o l o g y , a n d E n d R e s u l t s P r o g r a m ),
"
C a n c e r St a t i s t i c s
R e v i e w
"
,
N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e . D H H S P u b l i c a t i o n N o . (N I H ) 9 7 - 2 7 89 . 1 p ( 19 9 7 ) .
Se n gu p t a , A . , D u t t a , S . , a n d M a l l i c k , R . ,
" M o d u l a t i o n o f C e r v i c a l C a r c i n o g e n e s i s b y
T a m o x i f e n i n a M o u s e M o d e l S y s t e m ,
" O n c o l o g v . V o l . 4 8 , p p 2 5 8 - 2 6 1 ( 19 9 1) . (C i t e d b y
l A R C , 19 9 6)
Sh i b u t a n i
,
S .
,
Su z u k i
,
N .
,
T e r a s h im a , I . , Su g a r m a n , S . M . , G r o l lm a n , A . P . , a n d P e a r l , M .
L .
,
"
T a m o x i f e n - D N A A d d u c t s D e t e c t e d i n t h e E n d o m e t ri u m o f Wo m e n T r e a t e d w i t h
T a m o x i f e n ,
"
C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g v . V o l . 1 2 , N o . 7 , p p 6 4 6 - 6 5 3 ( 19 9 9 ) .
Si n gh , N . P . , M c C o y , M . T . , T i c e , R . R . , a n d S c hn e i d e r , E . L . ,
"
A Sim p l e T e c h n i q u e f o r
Qu a n t i fi c a t i o n o f L o w L e v e l s o f D N A D a m a g e i n I n d i v i d u a l C e l l s ,
"
E x p e ri m e n t a l C e l l
R e s e a r c h . V o l . 1 7 5 , p p 18 4 - 19 1 ( 19 8 8 ) .
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Sm i t h , L . L . , B r o w n , K . , C a r t h e w , P . , L i m , C . - K . , M a r t i n , E . A . , St y l e s , J . , a n d Wh i t e , I .
N . H .
,
" C h e m o p r e v e n t i o n o f B r e a s t C a n c e r b y T am o x i f e n : R i s k s a n d O p p o r t u n i t i e s ,
"
C r i t i c a l R e v i e w s i n T o x i c o l o g y . V o l . 3 0 , N o . 5 , p p 5 7 1 - 59 4 (2 0 0 0 ) .
St r a u s s , G . H . S . ,
"
N o n - R a n d o m C e l l K i l l i n g i n C r y o p r e s e r v a t i o n : I m p l i c a t i o n s f o r
P e r f o r m a n c e o f t h e B a t t e r y o f L e u k o c y t e T e s t s (B L T ), I . T o x i c a n d I m m u n o t o x i c
E f f e c t s
,
" M u t a t i o n R e s e a r c h
.
V o l . 2 5 2
, p p 1
- 1 5 ( 19 9 1 ) .
St y l e s , J . A . , D a v i e s , A . , L im , C . - K . , D e M a t t e i s , F . , St a n l e y , L . A . , W h i t e , I . N . H . ,
Y u a n
,
Z . X .
,
a n d Sm i th
,
L . L .
,
" G e n o t o x i c i t y o f T a m o x i f e n , T a m o x i f e n E p o x i d e , a n d
T o r e m i f e n e i n H u m a n L y mp h o b l a s t o i d C e l l s C o n t a i n i n g H u m a n Cy t o c h r o m e P 4 5 0 s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 5 , N o . 1 , p p 5 - 9 ( 19 94 ) .
Sw e n b e r g , J . A . ,
" C l i n i c a l R e l e v a n c e o f L a b o r a t o r y a n d A n i m a l D a t a o n T a m o x i f e n ,
"
O n c o l o g y . V o l . 1 1 , N o . 2 , S u p p l . 1 , p p 3 9 - 4 4 (F e b . 19 9 7) .
Sy d o w , G . , a n d W u n d e r l i c h , V . ,
"
E f f e c t s o f T a m o x i f e n , D r o l o x i f e n e , a n d 17 p - E s t r a d i o l
o n R a u s c h e r M o u s e L e u k e m o g e n e s i s ,
"
C a n c e r L e t t e r s . V o l . 82 , p p 89 - 9 4 ( 19 9 4 ) . (C i t e d
b y l A R C , 19 9 6 )
T a n n e n b a u m , S . R . ,
" C o m p a r a t i v e M e t a b o l i s m o f T am o x i f e n a n d D N A A d d u c t
F o r m a t i o n A n d i n V i t r o St u d i e s o n G e n o t o x i c i t y ,
"
Se m i n a r s o f O n c o l o g y . V o l . 2 4 , Su p p l .
l
, p p 8 1
- 8 6 ( 19 9 7 )
T i c e
,
R . R .
,
A g u r e l l , E . , A n d e r s o n , D . , B u r l i n s o n , B . , H a r t m a n n , A . , K o b a y a s h i , H . ,
M i y am a e , Y . , R o j a s , E . , R y u , J . - C , a n d S a s a k i , Y . F . ,
" S i n g l e C e l l G e l / C o m e t A s s a y :
G u i d e l i n e s f o r i n V i t r o a n d i n V i v o G e n e t i c T o x i c o l o g y T e s t i n g ,
"
E n v i r o n m e n t a l a n d
M o l e c u l a r M u t a g e n e s i s . V o l . 3 5 , p p 2 0 6 - 2 2 1 (2 0 0 0 )
T i c e , R . R . , P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n , (A u g . 1 9 9 9 ) .
T i c e
,
R . R .
,
F u r e d i - M a c h a c e k
,
M .
,
Sa t t e r fi e l d
,
D .
,
U d u m u d i
,
A .
,
V a s q u e z , M . , a n d
D u n n i c k , J . D . ,
" M e a s u r e m e n t o f M i c r o n u c l e a t e d E r y t h r o c j ^ e s a n d D N A D a m a g e D u r i n g
C hr o n i c I n g e s t i o n o f P h e n o lp h t h a l e i n i n T r a n s g e n i c F e m a l e H e t e r o z y g o u s f o r t h e p 5 3
G e n e .
"
E n v i r o n m e n t a l a n d M o l e c u l a r M u t a g e n e s i s . V o l . 3 1, p p 1 13 - 12 4 ( 19 9 8) .
T i c e
,
R . R .
,
"
T h e Si n g l e C e l l G e l / C o m e t A s s a y : A M i c r o g e l E l e c t r o p h o r e t i c T e c h n i q u e
f o r t h e D e t e c t i o n o f D N A D a m a g e a n d R e p a i r i n In d i v i d u a l C e l l s ,
"
E n v i r o n m e n t a l
M u t a g e n e s i s , 1
^ *
e d .
,
C h . 16
,
P h i l h s
,
D . H .
,
a n d V e n i t t
,
S .
,
e d s .
.
B i o s . Sc i e n t i f i c
P u b U s h e r s L t d .
,
O x f o r d
,
U K
,
19 9 5
, p p 3 15 - 3 3 9 .
T i c e
,
R . R .
,
St r a u s s
,
G . H .
,
a n d P e t e r s
,
W . P .
,
" H i g h - D o s e C o m b i n a t i o n A l k l y a t i n g
A g e n t s w i t h A u t o l o g o u s B o n e - M a r r o w Su p p o r t i n P a t i e n t s w i t h B r e a s t C a n c e r :
P r e h m i n a r y A s s e s s m e n t o f D N A D am a g e i n In d i v i du a l P e r i p h e r a l B l o o d L y m p h o c y t e s
7 0
U s i n g th e S i n g l e C e l l G e l E l e c t r o p h o r e s i s A s s a y ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 2 7 1
,
N o . 2
,
p p 10 1 - 1 1 3 ( 1 9 9 2) .
T u c k e r , M . J . , A d am , H . K . , a n d P a t t e r s o n , J . S . , " T a m o x i f e n ,
" S a f e t y T e s t i n g o f N e w
D r u g s , L a u r e n c e , D . R . , M c L e a n , A . E . M . , a n d W e a t h e r a l l , M . , e d s . , N Y A c a d e m i c
P r e s s
,
N Y
,
N Y
,
1 9 84
, p p 12 5
- 1 5 8 .
v a n H o o f f , L ,
" H i gh G r a d e E n d o m e t r i a l C a n c e r s A s s o c i a t e d w i t h T a m o x i f e n U s e ,
"
E u r o p e a n J o u r n a l o f C a n c e r , V o l . 3 4 , Su pp l . 4 , p p 4 8- 4 9 ( 19 9 8 ) .
v a n L e e u w e n
,
F . E .
,
B e n r a a d t
,
J .
,
C o e b e r gh , J . W . W . , K i e m e n e y , L . A . L M . , G im b r jr e ,
C . H . F . , O t t e r , R . , Sc h o u t e n , L . J . , D a m h u i s , R . A . M . , B o n t e n b a l , M . , D i e p e n h o r s t , F .
W . , v a n D e n B e l t - D u s e b o u t , A . W . , a n d v a n T i n t e r e n , H . ,
"
R i s k o f E n d o m e t r i a l C a n c e r
A ft e r T am o x i f e n T r e a tm e n t o f B r e a s t C a n c e r
,
"
T h e L a n c e t
.
V o l . 34 3
, p p 4 4 8 - 4 5 2 ( 19 9 4 ) .
(C i t e d b y l A R C , 1 9 9 6 )
V a s q u e z , M . , a n d T i c e , R . R . ,
"
D e t e c t i n g G e n o t o x i c A c t i v i t y A g a i n s t H i g h M o l e c u l a r
We i g h t D N A U s i n g th e A l k a l i n e S i n g l e C e l l G e l (S C G ) A s s a y ,
"
E n v i r o n m e n t a l a n d
M o l e c u l a r M u t a g e n e s i s . . V o l . 2 9 , p S 2 8 ( 19 9 7 ) .
V ij a y a l a x m i , K . K . , St r a u s s , G . H . S . , a n d T i c e , R . R . ,
" A n A n a l y s i s o f G a m m a R a y -
I n d u c e d D N A D am a g e i n H u m a n B l o o d L e u k o c y t e s , L y m p h o c y t e s , a n d G r a n u l o c y t e s ,
"
M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 2 9 2 , N o . 2 , p p 12 3 - 1 2 8 (1 99 3) .
Wa n g , J C , a n d Q i a n , B . L . ,
"
D e t e c t i o n o f D N A D a m a g e i n P e r i p h e r a l L y m p h o c y t e s b y
7 C o mp o u n d s U s i n g C o m e t A s s a y ,
" C h u n g K u o Y a o L i H s u e h P a o . V o l . 1 8 , N o . 5 , p p
4 5 1- 4 5 4 (S e p . 1 9 9 7 ) .
W e l s h
,
J . A .
,
M o b e r g e r , B . , F o m a n d e r , T . , M a l f e t a n o , J . H . , A m b r o s , R . A . , W e e d , J . C ,
D e h g d i s c h , L . , C o h e n , C . J . , Si l v a , E . G , V i n c e n t , F . , Jo n e s , R . T . , a n d B e n n e t t , W . P . ,
"
T a m o x i f e n h a s a Ch a r a c t e r i s t i c M u t a t i o n Sp e c t r u m i n H u m a n E n d o m e t r i a l C a n c e r s ,
"
P r o c e e d i n g s f o r t h e A n n u a l M e e t i n g o f t h e A m e ri c a n A s s o c i a t i o n fo r C a n c e r R e s e a r c h .
V o l . 3 8
, p A 3 0 0 8 (19 9 7 ) .
W h i t e , L N . ,
"
T h e T a m o x i f e n D i l em m a ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 2 0 , N o . 7 , p p 1 15 3 - 1 1 6 0
( 19 9 9 )
Wh i t e
,
L N . , M a r t i n , E . A . , St y l e s , J . , L im , C . K . , C a r t h e w , P . , a n d Sm i th , L . L . ,
"
T h e
M e t a b o l i s m a n d G e n o t o x i c i t y o f T a m o x i f e n ,
" P r o gr e s s i n C h n i c a l a n d B i o l o g i c a l
R e s e a r c h . V o l . 3 9 6
, p p 2 5 7 - 2 7 0 ( 19 9 7 ) .
W h i t e
,
I . N . H .
,
M a r t i n , E . A . , St y l e s , J . , T u r t e k b a u d , D . , a n d Sm i t h , L . L . ,
"
C o m p a r i s o n
o f t h e A c t i v a t i o n a n d D N A B i n d i n g o f [ 1 4 C ] T a m o x i f e n a n d T o r e m i f e n e i n R a t s ,
"
P r o c e e d i n g s fo r t h e A n n u a l M e e t i n g o f t h e A m e ri c a n A s s o c i a t i o n f o r C a n c e r R e s e a r c h .
V o l . 3 7 , p 3 7 3 ( 19 9 6 ) .
7 1
Wh i t e , I . N . H . , D a v i e s , A . , Sm i th , L . L . , D aw s o n , S . , a n d D e M a t t e i s , F . ,
"
I n d u c t i o n o f
CY P 2 B 1 a n d 3 A 1 , a n d A s s o c i a t e d M o n o o x y g e n a s e A c t i v i t i e s b y T am o x i f e n a n d C e r t a i n
A n a l o g u e s i n t h e L i v e r s o f F e m a l e R a t s a n d M i c e ,
"
B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y , V o l . 4 5 ,
p p 2 1
- 3 0 ( 19 9 3 ) .
W h i t e
,
I . N H .
,
D e M a t t e i s , F . , D a v i e s , A . , Sm i t h , L . L . , C r o ft o n - S l e i gh , C , V e n i t t , S . ,
H ew e r , A . , a n d P h i l l i p , D . H . ,
"
G e n o t o x i c P o t e n t i a l o f T a m o x i f e n a n d A n a l o g u e s i n
F em a l e F i s c h e r F 34 4 / N R a t s , D B A /2 a n d C 5 7B 1/ 6 M i c e , a n d i n H u m a n M C L - 5 C e l l s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l . 1 3 , p p 2 19 7 - 2 2 0 5 ( 19 9 2 ) .
W i l h a m s
,
M . L .
,
L e n n a r d
,
M . S .
,
M a r t i n
,
I . J .
,
a n d T u c k e r
,
G . T .
,
"
I n t e r i n d i v i d u a l
V a r i a t i o n i n t h e I s o m e r i z a t i o n o f 4 - H y d r o x y t a m o x i f e n b y H u m a n L i v e r M i c r o s o m e s :
I n v o l v e m e n t o f C y t o c h r o m e s P 4 50 ,
"
C a r c i n o g e n e s i s , V o l . 1 5 , N o . 1 2 , p p 2 7 3 3 - 2 7 3 8
(1 9 9 4 ) .
W i lU am s , G . M . , l a t r o p o u l o s , M . J . , D j o r dj e v i c , M . V . , a n d K a l t e n b e r g , O . P . ,
" T h e
T r i p h e n y l e t h y l e n e D r u g T a m o x i f e n i s a St r o n g L i v e r C a r c i n o g e n i n t h e R a t ,
"
C a r c i n o g e n e s i s , V o l . 1 4 , N o . 2 , p p 3 15 - 3 1 7 ( 19 9 3 ) .
W i s e m a n , H . , T a m o x i f e n : M o l e c u l a r B a s i s o f U s e i n C a n c e r T r e a tm e n t a n d P r e v e n t i o n ,
Jo h n Wi l e y a n d So n s , C h i c h e s t e r , 19 9 4 , 2 0 9 p p .
Wo g a n , G . N . ,
" R e v i e w o f t h e T o x i c o l o g y o f T a m o x i f e n ,
" S e m i n a r s i n O n c o l o g y , V o l .
2 4
,
N o . 1 , Su p p l . 1 , p p 8 7 - 9 7 ( 19 9 7 ) .
Y a g e r , J . D . , R o e b u c k , B . D . , P a l u s z c y k , T . L . , a n d M e m o l i , V . A . ,
"
E f f e c t s o f E th i n y l
E s t r a d o i l a n d T a m o x i f e n o n L i v e r D N A T u r n o v e r a n d N e w Sy n t h e s i s a n d A p p e a r a n c e o f
G a mm a G l u t a m y l T r a n s p e p t i d a s e - P o s i t i v e F o c i i n F e m a l e R a t s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s , V o l 7 ,
p p 2 0 0 7 - 2 0 14 ( 19 86 ) .
Z e n e c a , L e t t e r t o t h e N T P B o a r d o f Sc i e n t i f i c C o u n s e l o r s
' M e e t i n g (O c t . 3 0 - 3 1 )
R e g a r d i n g th e L i s t i n g o f T am o x i f e n i n t h e R e p o r t o n C a r c i n o g e n s , (O c t . 24 , 19 9 7 ) .
7 2
A p p e n d i x 1 . D N A M i g r a t i o n i n T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e D a t a
(E x p e r i m e n t w i t h o u t M e t a b o l i c A c t i v a t i o n )
D O SE A / B *
% M I G R A T E D D N A
M E A N SE M H
T A I L L EN G T H
(m i c r o n s )
M E A N SE M H
T A I L M O M E N T
M E A N S E M H
E M S S m M
So l v e n t C o n t r o l
T A M 1 Ai g/ m L
T A M 10 M g /m L
T A M 2 0 M g /m L
T A M 4 0 /j g / m L
T A M 50 Ai g / m L
A 8 3 . 74
B 8 2 . 8 6
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
8 3 3 0
0 4 4 2
10 2 7
9 0 1
9 6 4
0 . 6 3 0
13 3 3
1 1 . 6 8
12 5 1
0 8 2 6
12 6 5
16 59
14 62
1 9 6 7
1 . 5 84
1 . 4 2 2
1 1 5 9
1 2 2 3
1 5 7 6
1 . 4 74
A 18 9 3 1 5 2 3
B 18 2 8 2 0 4 8
1 3 4 2
2 2 2 8
18 6 1
0 . 3 2 4
10 0 2
10 14
10 0 8
0 0 60
10 0 8 1 6 9 1
12 9 2 2 2 2 5
1 1 50
1 4 19
1 6 4 4
2 12 2
0 . 7 5
0 . 6 1
0 6 8
0 0 6 9
6 5 4
8 3 0
7 4 2
0 8 80
9 3 1
9 3 0
9 3 1
0 0 0 5
8 80
2 6 7 3
8 9 8
2 4 4 9
16 7 3
7 7 5 4
1 6 6 7
2 4 9 2
1 0 6 7
13 5 7
12 12
1 4 4 7
9 9 3 4
9 6 9 2
9 8 13
1 2 0 6
3 0 . 0 9
2 9 5 6
2 9 83
0 2 6 8
3 7 2 4
3 8 3 2
3 7 7 8
0 5 4 0
6 13 39 5 1
1 1 4 7 50 . 5 6
4 5 0 4
5 5 2 3
2 4 7 2
3 1 8 6
2 8 2 9
3 5 6 6
3 3 3 0
2 8 9 5
32 0 7
34 0 2
3 3 0 4
0 9 7 6
2 5 4 5
2 3 9 9
1 9 9 5
1 7 7 9
3 0 4 7
3 3 85
2 3 3 2
3 7 18
3 0 0 3
3 3 7 6
14 1 8 3 6 2 0 3 7 8 1
19 17 3 0 4 1 3 17 4
3 6 4 4
3 5 3 6
1 6 3
1 4 8
1 5 6
0 0 7 3
6 . 6 2
5 3 6
5 . 9 9
0 6 3 0
12 4 6
14 9 5
13 7 1
1 2 4 4
10 2 7
3 3 9 4
1 8 2 3
17 8 9
1 8 0 6
0 17 1
1 9 7 5
16 5 6
1 8 16
1 . 5 9 1
2 0 . 7 1
1 8 3 8
19 5 4
1 16 4
8 3 5 3
8 0 6 3
8 2 . 0 8
1 4 53
3 18
2 8 5
3 . 0 2
0 1 6 1
6 2 8
6 2 0
6 24
0 0 3 8
6 8 8 8 1 7
13 6 7 1 1 2 1
9 6 9
1 5 19
3 16
6 0 7
4 6 2
1 4 57
5 13
6 4 3
5 7 8
0 . 6 5 1
5 . 94
8 3 0
7 12
1 1 84
2 9 5 7
2 8 3 0
0 . 3 7 7
0 4 4 9
2 6 2
2 4 8
2 5 5
0 0 6 7
2 24
3 5 3
2 8 8
0 6 4 5
2 0 3 9
1 7 5 2
1 8 9 5
1 4 3 4
5 4 0
18 9 2
12 16
6 7 5 9
8 6 7
5 9 2 4
3 3 9 6
2 5 2 85
1 3 8 2 1 8 6 1
2 0 4 4 3 2 4 9
2 5 5 5
6 9 3 9
1 6 0 0
1 4 7 4
0 9 4 0
2 0 6 0
0 7 4 0
2 6 8 2
1 3 9 7
1 7 5 4
16 4 4
1 8 5 3
1 7 4 8
1 0 4 1
T a i l L e n g th m e a s u r e d f r o m e s t i m a t e d l e a d i n g e d g e o f t h e h e a d ; T a i l M o m e n t = (% M i g r a t e d D N A / 10 0 ) x
T a i l L e n g th ; S E M = s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f f i c i e n t = v a r i a n c e / m e a n
* C u l t u r e I d e n t i fi c a t i o n
D a t a b a s e d o n 5 0 l e u k o c y t e s s c o r e d p e r c u l t u r e
7 3
A p p e n d i x 2 . D N A M i g r a t i o n i n 4 - O H T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e
D a t a (E x p e r i m e n t w i t h o u t M e t a b o l i c A c t i v a t i o n )
D O SE A / B *
% M I G R A T E D D N A
M E A N S E M H
T A I L L E N G T H
(m i c r o n s )
M E A N S E M H
T A I L M O ME N T
M E A N SE M H
EM S l m M
E M S S m M
So l v e n t C o n t r o l
4 - OH T A M 3 n g/ m L
4 - OH T A M 30 n g /m L
4 - OH T A M 6 0 n g /m L
4 - OH T A M 120 n g/ m L
4 - OH T A M 36 0 n g/ m L
4 - OH T A M 100 0 n g /m L
M EA N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M EA N
SEM
6 1 97 2 4 33
6 1 97
N A
9 1 5 1
8 9 4 2
9 0 4 7
0 85 6
16 0 9
15 13
15 6 1
0 39 0
8 2 1
9 8 5
9 03
0 67 1
8 22
7 04
7 63
0 4 84
7 49
7 70
7 59
0 08 9
19 9 4
14 14
17 04
2 3 68
9 8 1
16 59
13 20
2 7 68
4 2 15
2 5 30
3 3 73
6 879
0 4 2 4
0 4 5 6
1 4 4 5
1 50 0
0 87 1
0 9 82
0 72 7
0 83 7
1 0 0 8
0 883
1 5 85
1 4 14
0 92 2
1 2 56
1 8 35
1 8 53
4 7 8
4 7 8
N A
0 10
0 12
0 11
0 00 7
6 49
7 44
6 96
0 38 8
4 62
4 89
4 75
0 1 12
3 2 1
4 98
4 09
0 7 2 2
6 79
5 06
5 93
0 7 0 7
6 30
7 07
6 6 8
0 3 16
4 33
4 7 5
4 54
0 17 3
3 9 9
6 7 9
5 3 9
1 14 0
9 0 3 7 2 . 05 3
9 0 3 7
N A
10 1 7 1
1 0 2 7 8
10 2 2 4
0 4 3 7
39 17
29 16
34 16
4 0 86
3 8 8 7
4 1 22
4 0 0 5
0 9 6 0
26 84
27 2 8
27 06
0 180
2 5 75
2 6 4 1
2 6 0 8
0 2 70
4 1 2 9
35 9 7
3 8 6 3
2 17 1
32 74
39 8 6
3 6 3 0
2 90 8
6 5 17
4 3 2 6
5 4 22
8 94 6
1 35 5
1 66 2
3 834
2 884
3 68 1
4 372
3 8 15
3 0 82
3 . 164
2 896
3 564
3 16 8
4 09 5
2 20 8
2 62 9
3 12 8
2 3 3
2 3 3
N A
0 9 0
1 3 4
1 12
0 1 80
18 7 6
14 2 7
16 5 1
1 8 35
1 7 4 3
2 3 18
20 3 1
2 35 0
27 12
17 4 1
22 2 6
3 96 5
19 44
15 8 7
17 6 6
1 4 5 7
15 3 8
13 9 5
14 6 7
0 5 83
2 5 6 2
6 11
15 87
7 9 62
5 3 0
1 1 3 1
8 3 1
2 4 52
5 6 44 2 65 8
5 6 44
N A
9 3 1 5
9 1 9 1
9 2 53
0 5 08
7 2 6
5 6 5
6 4 5
0 6 58
3 89
4 9 1
4 4 0
0 4 16
2 7 6
2 4 1
2 5 9
0 14 1
2 27
2 73
2 50
0 19 0
8 7 3
6 1 1
7 4 2
1 0 7 1
4 13
7 19
5 6 6
1 2 5 1
2 8 82
1 1 36
2 0 0 9
7 13 0
1 3 9 5
1 5 5 4
1 0 9 1
1 0 22
0 7 24
0 8 8 8
0 4 97
0 5 1 8
0 4 2 5
0 5 4 5
1 0 55
1 100
0 7 92
0 7 94
2 2 4 6
1 34 7
6 2 6
6 2 6
N A
1 05
1 3 1
1 18
0 1 10
8 20
9 25
8 7 3
0 4 2 8
6 73
8 02
7 38
0 5 2 7
4 4 8
5 57
5 02
0 4 4 5
3 98
5 4 4
4 7 1
0 5 95
6 3 8
9 90
8 14
1 4 3 8
7 60
4 3 8
5 99
1 3 17
8 7 5
7 9 9
8 3 7
0 3 1 1
T a i l L e n g t h m e a s u r e d f r o m e s t i m a t e d l e ad i n g e dg e o f t he h e a d ; T a i l M o m en t = (% M ig r a t ed D N A / 10 0) x T a i l L e n g t h ;
SEM = s ta n da r d e r r o r o f th e m e a n ; N A = N o t a p p l i c a b l e , o n ly o n e c u l t u r e t e s t e d ; H = D i s pe r s i o n C o e f fi c i e n t =
v a r i a n c e /m e a n
* C u l tu r e Id e n t i fi c a t io n
D a t a b a s ed o n 50 l e u k o c y t e s s c o r e d p e r c u l t u r e
7 4
A p p e n d i x 3 . D N A M i g r a t i o n i n T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e D a t a
(E x p e r im e n t w i t h M e t a b o l i c A c t i v a t i o n f r o m R a t L i v e r )
D O S E A /B *
% M I G R A T E D D N A
T A I L L E N G T H
(m i c r o n s )
M E A N S E M H M EA N S E M H
T A I L M O ME N T
M E A N SE M H
B a P 2 5 fi M
S o l v e n t C o n t r o l
T A M 1 Ai g/ m L
T A M l O Ai g/ m L
T A M 2 0 Mg / m L
T A M 4 0 /j g / m L
T A M 5 0 M g/ m L
A
B
ME A N
SE M
A
B
ME A N
SE M
A
B
M EA N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
S E M
A
B
6 9 . 3 3
7 2 5 0
7 0 . 9 2
1 5 8 6
1 1 4 8
1 1 12
1 1 3 0
0 1 84
8 6 9
7 4 0
8 0 5
0 6 4 1
10 5 8
12 0 0
1 1 2 9
0 . 7 1 0
18 0 0
16 . 6 6
1 7 . 3 3
0 6 7 1
14 . 2 8
4 1 . 6 4
M E A N 2 7 9 6
SE M 13 . 6 8 1
A
B
M E A N
SE M
10 50 1
3 9 0 9
1 2 10
1 3 9 9
0 8 6 3
0 5 7 3
1 4 9 7
1 4 62
2 . 8 9 3
1 . 84 5
2 . 8 0 5
6 . 7 6 6
7 9 5
5 2 7
6 . 6 1
1 34 3
6 3 7
4 4 0
5 . 3 9
0 9 8 6
4 2 8
2 2 1
3 2 5
1 0 3 5
5 2 9
4 4 5
4 8 7
0 4 19
1 1 62
5 . 1 1
8 3 7
3 2 5 7
13 7 7
2 7 . 4 9
2 0 6 3
6 8 5 7
7 2 0 7 2 0 0 7 7
8 8 7 8 4 2 7 3
8 0 4 2
8 3 5 9
5 7 6 1 3 4 8 2
5 3 95 5 1 04
5 5 . 7 8
1 8 3 1
5 0 83
4 3 3 7
4 7 1 0
3 72 9
5 6 9 0
5 9 0 1
5 7 9 5
1 0 59
5 8 1 3
7 1 . 6 9
6 4 9 1
6 7 7 6
3 6 2 2
4 0 0 9
5 0 7 0 6 0 7 0
6 0 0 8 6 1 8 8
5 5 3 9
4 6 9 0
4 7 82
4 . 17 5
5 1 02
7 0 7 9
2 7 9 7
5 14
16 . 5 5
1 1 . 4 13
10 5 2
12 0 7
1 1 3 0
0 . 7 7 5
12 9 1
18 5 3
15 7 2
2 8 1 1
18 1 6
15 9 3
17 0 5
1 1 1 5
10 . 0 5
7 . 3 8
8 . 7 2
1 3 3 2
1 1 1 9
17 4 8
14 3 4
3 1 4 3
5 5 3 6 19 5 9 9
6 7 1 7 5 4 6 4
6 1 . 2 7
5 .9 0 7
7 4 8
7 0 7
7 2 8
0 2 0 3
4 . 9 9
3 5 7
4 2 8
0 7 1 1
5 5 9
7 7 7
6 6 8
1 0 8 8
1 1 . 9 1
10 . 7 2
1 1 3 1
0 5 9 3
10 5 1
3 9 6 4
2 5 0 7
14 5 64
T o o m u c h d a m a g e t o s c o r e
T o o m u c h da m a g e t o s c o r e
1 0 4 4
1 3 3 7
0 8 4 2
0 5 0 6
1 19 8
1 2 4 1
2 7 3 3
1 . 7 0 5
2 7 2 8
8 10 1
3 4 6 9
1 1 1 1
2 2 . 9 0
1 1 7 9 1
7 2 9
6 3 2
6 8 0
0 4 8 6
7 0 9
3 5 9
5 3 4
1 7 5 3
6 4 2
4 9 6
5 6 9
0 7 3 2
1 5 6 8
6 . 7 8
1 1 2 3
4 4 4 9
1 7 7 1
4 1 3 9
2 9 5 5
1 1 8 4 2
T a i l L e n g th m e a su r e d f r o m e s t i m a t e d le a d i n g e d g e o f th e h e a d ; T a i l M o m e n t = (% M i gr a t e d D N A / 10 0 ) x
T a i l L e n g th ; SE M = s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f f i c i e n t = v a r i a n c e /m e a n
* C u l t u r e I d e n t i f i c a t i o n
D a t a b a s e d o n 5 0 l e u k o c y t e s s c o r e d p e r c u l t u r e
7 5
A p p e n d i x 4 . D N A M i g r a t i o n i n T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e D a t a
(E x p e r i m e n t w i t h M e t a b o l i c A c t i v a t i o n f r o m H u m a n L i v e r )
D O SE A / B *
% M I G R A T E D D N A
M E A N S E M H
T A I L L E N G T H
(m i c r o n s )
M EA N S E M H
T A I L M O M E N T
M E A N SE M H
B a P 2 5 jj M
S o l v e n t C o n t r o l
T A M 1 Mg / m L
T A M l O Ai g/ m L
T A M 2 0 A^ g / m L
T A M 4 0 Mg / m L
T A M 5 0 /u g / m L
A 5 3 2 6
B 64 2 0
ME A N
S E M
A
B
M E A N
SE M
A
B
ME A N
S E M
A
B
M EA N
S E M
A
B
ME A N
SE M
A
B
ME A N
SEM
A
B
M E A N
SE M
5 8 . 7 3
5 4 7 0
1 3 7 7
9 5 8
1 1 6 7
2 0 9 5
1 6 5 0
12 8 8
14 6 9
1 8 14
1 5 0 9
12 3 3
1 3 7 1
1 3 7 8
2 4 8 8
1 1 19
1 8 0 3
6 8 4 3
13 19
2 4 . 3 7
1 8 . 7 8
5 5 9 1
9 0 4
6 18
7 . 6 1
1 4 2 9
2 8 15
2 3 2 2
2 4 0 5
1 2 5 1
1 . 3 9 5
1 5 8 8
1 . 5 9 8
2 6 4 4
4 1 0 8
1 0 1 2
1 5 9 6
4 14 7
1 2 8 5
0 9 0 3
3 7 2
2 10
2
. 9 1
0
. 8 1 1
10 5 0
4 0 9
7 2 9
3 2 0 7
2 . 9 5
4 9 0
3 9 2
0 9 7 5
9 3 5 7 4 3 3 2
1 0 5 7 3 2 0 3 8
9 9 6 5
6 0 84
5 1 9 9
5 6 54
5 4 2 6
2 2 7 6
8 1 4 4
6 5 8 7
7 3 6 6
7 7 8 3
5 6 9 2
6 2 74
4 5 2 6
4 6 7 3
9 2 0
7 9 7 2
16 9 6
2 2 9
9 . 6 2
7 . 3 3 6
4 8 3
17 . 64
1 1 . 2 3
6 4 0 3
4 5 7
3 3 0
3 9 3
0 6 3 2
5 2 3 2
0 9 2 3
8 3 3 1
5 7 57
7 0 4 4
12 8 70
5 6 0 6
6 4 . 13
6 0 . 0 9
4 0 3 8
5 3 2 2
3 9 9 2
4 6 5 7
6 6 5 0
4 2 3 9
3 9 4 0
4 4 8 5
4 7 6 6
5 3 1 1
4 12 9
5 0 1
0 9 8
3 . 0 0
2 0 1 6
15 5 8
17 4 0
16 4 9
0 9 13
6 . 2 9
8 2 9
7 2 9
0 9 9 8
4 2 3 5 1 4 0 4 . 6 0 7 10 3 2
14 . 1 7 5 3 2 5 6 1 1 9 17 5 8
13 9 5
3 6 2 8
5 3 9
6 7 4
6 0 7
0 . 6 7 5
8 9 7
17 7 3
13 3 5
4 3 7 9
13 2 5
10 6 8
1 1 . 9 6
1 2 8 6
5 1 7 1
6 8 6 2
6 0 . 1 6
8 4 5 4
9 4 0
6 86
8 13
1 2 7 0
13 . 5 2
9 4 1
1 1 4 7
2 0 5 2
8 . 6 5
9 2 4
8 9 4
0 2 9 4
2 3 1 6
5 6 9
14 . 8 7
8 2 84
8 4 9
2 0 . 9 7
14 . 7 3
6 2 4 1
5 2 3
2 5 0
3 86
1 3 6 4
4 2 7 3
3 3 1 5
2 6 4 2
1 3 2 8
1 3 0 3
1 4 9 6
1 2 3 5
3 2 6 4
4 3 8 0
0 8 3 0
1 4 15
4 7 4 7
0 9 4 5
0 4 9 7
8 8 3
4 0 0
6 4 2
2 4 1 1
1 8 5 6
6 4 2
12 4 9
6 . 0 7 2
3 . 14
5 9 4
4 5 4
1 4 0 2
4 4 1
2 8 84
16 6 3
12 2 17
2 0 7 1
2 6 2
1 1 . 6 6
9 . 0 4 5
5 9 0
2 6 8 6
1 6 . 3 8
10 4 80
4 2 7
2 4 7
3 3 7
0 89 9
T a i l L e n g t h m e a s u r e d fr o m e s t i m a t e d l e a d i n g e d g e o f t h e h e a d ; T a i l M o m e n t = ( % M ig r a t e d D N A / 10 0 ) x
T a i l L e n g t h ; SE M = s t a n d a r d e r r o r o f th e m e a n ; H = D i s p e r s i o n C o e f f i c i e n t = v a r i a n c e / m e a n
* C u l tu r e I d e n t i fi c a t i o n
D a t a b a s e d o n 50 l e u k o c y t e s s c o r e d p e r c u l t u r e
7 6
A p p e n d i x 5 . D N A M i g r a t i o n i n 4 - O H T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e
D a t a (E x p e r i m e n t w i t h M e t a b o l i c A c t i v a t i o n f r o m R a t L i v e r )
D O S E A / B "
% M I G R A T E D D N A T A I L L EN G T H
(m i c r o n s )
T A I L M O M E N T
M E A N SE M H M E A N S E M H M E A N S EM H
B a P 2 5 mM A
B
M E A N
SE M
5 3 2 6
6 4 2 0
5 8 7 3
4 4 6 7
S o l v e n t C o n t r o l A 2 0 4 7
B 17 . 1 6
2 8 1 5
2 3 2 2
1 4 9 4
1 2 5 9
4 - OH T A M 3 n g /m L
M E A N
S E M
A
B
18 8 1
1 3 5 2
2 8 7 8
1 5 9 9
M EA N 2 2 3 9
SE M 5 . 2 2 1
4 - OH T A M 3 0 n g / m L A
B
1 6 . 5 6
14 . 8 9
2 9 6 7
1 14 2
1 6 6 3
1
. 6 5 4
M E A N 1 5 7 3
SE M 0 6 8 2
4 - OH T A M 6 0 n g /m L A
B
13 14
1 9 9 3
1
.
12 8
1 6 4 1
M E A N 1 6 5 4
S E M 2 7 7 4
4 - OH T A M 12 0 n g /m L A 1 5 9 9 2 2 5 5
B 1 3 2 4 1 6 2 4
M E A N 14 6 1
S E M 1 12 0
4 - OH T A M 360 n g /m L A 17 6 5 1 832
B 1 9 4 2 2 4 2 9
M E A N 1 8 5 3
SE M 0 . 7 2 3
3 7 2
2 10
2 . 9 1
0 6 6 2
2 7 2 7
2 3 1
2 5 2
0 17 0
7 6 5
2 04
4 84
2 2 9 0
4 1 8
4 5 9
4 3 8
0 17 0
2 4 2
3 3 8
2 9 0
0 3 9 0
7 9 5
4 9 8
6 4 6
1 2 14
4
. 7 5
7 5 9
6 1 7
1 . 15 9
9 3 5 7
10 5 7 3
9 9 . 6 5
4 9 6 7
6 5 8 7
6 6 . 13
6 6 0 0
0 10 3
6 8 9 8
7 0 5 7
6 9 7 8
0 6 5 2
7 2 13
6 6 .4 4
6 9 2 8
2 3 2 1
62 . 2 7
7 1 2 9
6 6 7 8
3 6 8 3
6 3 4 2
5 7 9 8
6 0 7 0
2 2 19
6 9 1 0
5 7 . 3 2
6 3 2 1
4 . 8 13
4 3 3 2
2 . 0 3 8
3 0 0 7
3 6 7 9
4 . 3 9 6
4 6 7 1
5 . 0 7 1
3 . 9 5 1
4 . 0 3 0
3 5 6 2
5 19 7
4 . 2 16
5 17 9
4 . 9 7 1
5 0 1
0 9 8
3 0 0
1 6 4 6
3 4 3 1
5 12
4 2 7
0 6 8 8
7 0 0
7 7 3
7 3 7
0 2 9 6
8 9 1
5 8 7
7 3 9
1 2 4 1
6 . 52
4 4 5
5 4 9
0 8 4 6
10 6 5
7 6 6
9 1 6
1 2 19
9 . 7 0
10 7 8
10 2 4
0 .4 3 9
5 1 7 1
6 8 6 2
6 0 . 1 6
6 9 0 3
1 3 4 9
1 1 2 3
1 2 3 6
0 9 2 3
2 1 7 6
1 1 4 2
1 6 5 9
4 2 2 1
1 2 7 0
10 12
1 1 4 1
1 0 5 6
8 . 3 3
14 6 0
1 1 4 7
2 5 5 6
1 1
. 3 5
8 5 9
9 9 7
1 12 6
13 8 6
12 . 7 1
1 3 2 8
0 . 4 7 0
4 2 7 3
3 3 15
1 16 4
1 0 10
2 94 6
1 2 3 7
1 5 6 5
1 3 2 7
0 . 9 0 1
1 5 64
2 3 6 3
1 4 6 9
2 3 4 3
2 19 5
M E A N 17 . 0 4
S E M N A
4 7 0
N A
4 8 2 7
N A
6 4 2
N A
8 5 0
N A
8 8 3
4 0 0
6 . 4 2
1
.
9 6 9
2 5 1
2 2 7
2 3 9
0 . 0 9 7
9 9 7
3 3 5
6 6 6
2 7 0 3
4 82
4 3 5
4 5 9
0 1 9 1
2 . 4 4
4 19
3 3 1
0 7 17
12 3 0
6 2 8
9 2 9
2 4 5 7
9 9 0
9 4 8
9 . 6 9
0 . 17 2
4 - OH T A M 10 0 0 n g /m L A 1 7 0 4 1 7 9 0 4 70 4 8 2 7 3 . 5 2 0 6 4 2 8 5 0 1 10 2 3 5 7
3 57
N A
T a i l L e n g t h m e a s u r e d f r o m e s t im a te d l e a d i n g e d g e o f th e h e a d ; T a i l M o m e n t = ( % M i g r a t e d D N A / 10 0 ) x T a i l
L e n g th ; SE M = s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ; N A = N o t a p p l ic a b l e , o n l y o n e c u l t u r e t e s t e d ; H = D i s p e r s io n
C o e f f i c i e n t = v a r i a n c e / m e a n
* C u l t u r e I d e n t i fi c a t i o n
D a t a b a s e d o n 5 0 l e u k o c y t e s s c o r e d p e r c u lt u r e
7 7
A p p e n d i x 6 . D N A M i g r a t i o n i n 4 - O H T A M - T r e a t e d C e l l s—I n d i v i d u a l C u l t u r e
D a t a (E x p e r i m e n t w i t h M e t a b o l i c A c t i v a t i o n f r o m H u m a n L i v e r )
D O S E A / B *
% M I G R A T E D D N A
M E A N SE M H
T A I L L EN G T H
(m i c r o n s )
M E A N SE M H
T A I L M O M E N T
M E A N S E M H
B a P 2 5 ptM
S o l v e n t C o n t r o l
4 - OH T A M 3 n g /m L
4 - OH T A M 3 0 n g / m L
4 - OH T A M 6 0 n g / m L
4 - OH T A M 1 2 0 n g /m L
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
A
B
M E A N
SE M
4 - OH T A M 3 6 0 n g / m L A
B
M E A N
SE M
4 8 19
4 5 53
4 6 8 6
1 3 3 2
2 3 57
17 . 12
2 0 3 4
3 2 2 5
2 0 2 3
13 9 3
17 0 8
3 . 14 9
18 5 5
18 .0 0
18 . 2 7
0 2 7 6
2 3 8 3
19 . 34
2 1
. 59
2 . 2 4 2
19 3 3
16 62
17 9 7
1 3 5 6
2 0 .4 6
19 4 6
19 . 9 6
0 . 5 0 0
5 4 2 3
6 00 2
1 . 8 5 1
1
. 6 3 6
3 1 70
1 5 17
1 7 76
2 1 65
2 04 4
1 69 0
1 6 19
1 . 9 6 6
2 2 85
2 . 2 66
1 5 2 6
19 7 8
1 7 5 2
2 2 6 2
3 6 3 4
3 . 9 1
3 7 7
0 13 8
12 4 2
4 13
8 2 7
4 14 3
4 2 5
6 5 1
5 3 8
1 13 2
4 3 9
3 6 9
4 0 4
0 3 4 7
3 3 9
5 8 2
4 6 0
1 2 14
6 3 8
6 5 9
6 . 4 9
0 10 8
6 5 6 0
7 9 5 2
7 2 . 5 6
6 9 5 8
6 7 2 6
6 6 . 3 0
6 6 7 8
0 4 8 0
6 4 3 0
8 4 6 3
74 4 7
10 164
7 9 17
7 7 4 1
7 8 2 9
0 8 8 0
7 0 8 5
7 8 5 7
7 4 7 1
3 . 8 6 1
6 6 0 0
54 8 0
6 0 4 0
5 6 0 2
6 2 7 1
6 3 7 1
6 3 . 2 1
0 5 0 4
3 0 9 6
4 . 18 4
4 . 4 2 4
4 . 18 2
4 88 1
5 4 8 6
4 3 0 9
5 0 7 1
4 2 2 8
4 8 15
3 6 0 2
3 64 6
5 0 8 2
4 5 8 1
3 6 5
5 5 0
4 5 8
0 9 2 5
7 2 7 5
6 . 5 9
6 9 3
0 3 4 0
9 2 6
8 8 9
9 0 8
0 . 1 87
5 8 6
8 3 0
7 . 0 8
1 2 2 1
6 3 1
7 . 3 8
6 8 4
0 5 3 5
4 9 2
6 0 6
5 4 9
0 5 7 4
1 0 2 9
8 2 3
9 . 2 6
1 0 3 1
3 0 1 7
3 8 2 8
3 4 2 3
4 0 5 2
15 3 8
1 1 . 0 8
13 2 3
2 14 8
14 7 5
13 0 6
13 9 0
0 84 7
15 3 5
14 8 1
15 0 8
0 2 7 3
17 . 7 3
15 8 8
16 80
0 . 9 2 4
13 1 1
9 . 4 8
1 1 2 9
1 8 16
13 7 6
13 54
1 3 . 6 5
0 . 1 12
3 7 7 2
5 .4 7 3
1 . 4 3 9
1 2 0 2
3 2 5 1
1 8 9 8
1 8 2 2
2 0 6 1
2 0 8 5
2 0 2 5
1 4 4 3
1 3 13
2 15 0
2 . 0 0 4
M E A N
S E M
2 1 4 9
N A
4 . 9 4
N A
6 2 3 1
N A
1 2 5 7
N A
1 4 4 7
N A
1 1 7 9
19 5 6
15 6 7
3 8 8 6
3 3 7
3 . 2 6
3 3 1
0 0 5 3
1 7 9 1
6 . 9 0
12 4 1
5 . 5 0 7
5 4 0
7 . 1 7
6 . 2 9
0 . 8 8 5
6 13
6 4 6
6 3 0
0 . 16 3
3 9 7
4 5 5
4 2 6
0 2 8 6
8 4 0
7 4 2
7 . 9 1
0 . 4 8 9
4 - OH T A M 10 0 0 n g/ m L A 2 1 . 4 9 2 0 6 1 4 94 6 2 3 1 5 5 9 8 1 2 5 7 14 . 4 7 2 . 2 0 0 8 . 37
8 3 7
N A
T a i l L e n g t h m e a s u r e d f r o m e s t i m a t e d l e a d in g e d g e o f th e h e a d ; T a i l M o m e n t = (% M i g r a t e d D N A / 10 0 ) x T a i l
L e n g t h ; SE M = s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ; N A = N o t a p p l i c ab l e , o n l y o n e c u l t u r e t e s t e d ; H = D i s p e r s i o n
C o e f f i c i e n t = v a r i a n c e /m e a n
* C u l t u r e I d e n t i f i c a t i o n
D a t a b a se d o n 5 0 le u k o c y t e s s c o r e d p e r c u l t u r e
